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Die Bjerrumsche Zwitterionentheorie und die Hydratation 
der Eiweibkorper. 
Von 
Hans H. Weber. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitét Miinster.) 
(Eingegangen am 11. Dezember 1929.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 
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II. Methoden., 


Allgemeiner Teil. 
I. EiweiShydratation und EiweiB8ionisation. 

Wo. Pauli behauptet! (und Jaques Loeb? bestreitet), daB die Ei- 
weiShydratation von der EiweiBionisation abhangig sei. Doch kommt 
Wo. Pauli bei groB angelegter kritischer Sichtung aller wesentlichen 
experimentellen Befunde zu dem Ergebnis, daB diese Hydratations- 
anderungen in den Kurven des osmotischen Druckes und der Quellung 


1 Pauli-Valké, Elektrochemie der Kolloide. Wien, Julius Springer, 1929. 
2 J. Loeb, Die Eiwei8kérper. Berlin, Julius Springer, 1924. 


Biochemische Zeitschrift Band 218. 1 
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wasserreicher EiweiSsysteme nicht oder nicht sicher zum Ausdruck 
kamen. Die Wasseraufnahme makroskopischer EiweiBsysteme dieser 
Art aus der umgebenden Lésung mu8 im wesentlichen osmotisch 
erklart werden!. Offenbar erschépfen sich die von Pauli angenommenen 
Hydratationsinderungen bereits in einer Anderung des Mengen- 
verhaltnisses von freiem und gebundenem H,O im Innern des Systems. 

Die Biologie hat also da, wo sie sich mit dem p,,-Einflu8 auf makro- 
skopische Gleichgewichte des Wassergehalts beschaftigt also bei Erérte- 
rung des Wassergehalts von Zellen, Geweben und Gewebsfliissigkeiten — 
mit den grundsétzlich feststellbaren und im allgemeinen sehr kleinen Unter- 
schieden des kolloidosmotischen Druckes zu rechnen und nicht mit irgend- 
welchen Unterschieden der Hydratationskrafte von unbekanntem und 
vielleicht sehr groBem Ausmal. 

Dagegen kann sie sich bei der Erérterung der Frage, welche Krafte 
und Energien arbeitenden Zellen aus Hydratationsinderungen von micel- 
laren und molekularen Dimensionen zuflieBen, nicht auf eine einheitliche 
Meinung der Kolloidchemiker stiitzen. 

Wo. Pauli ist namlich der Meinung, da8 in molekularen und 
micellaren Dimensionen sehr erhebliche p,-abhangige Hydratations- 
anderungen stattfinden, als deren MaSstab er die bekanntlich sehr 
groBen p,-abhangigen Viskositaétsinderungen ansieht. Nun unterliegt 
aber die GréBe der Viskositaét sehr vielen Einfliissen (elektroviskoser 
Effekt, Lésungselastizitat, Okklusionswasser usw.). Versucht man 
durch Beobachtung anderer Erscheinungen zu priifen, wie weit die 
Deutung der Viskositatsanderungen als Hydratationsinderungen der 
Proteine berechtigt ist, so ergibt sich: 

1. Das Gewicht des EiweiShydrats andert sich bei Anderungen 
des p,, (der EiweiSionisation) von p,),4 bis p,, 6 nicht (Messungen 
von Sérensen? am Eieralbumin). 

2. Das Volumen des EiweiShydrates bleibt ebenso von p,, 8 
bis p,, 1,5 konstant (Messungen des ,,nichtlésenden Raumes‘ von 
Serumalbumin und -Globulin durch Weber und Nachmannsohn?). 

3. Auch die Hydratationskrafte des EiweiBes andern sich mit 
dem p,,, nicht, wie sich aus Beobachtung der Anderungen des Gesamt- 
volumens wasseriger EiweiBsysteme bei Lonisierung und Entionisierung 
von p,,1 bis p,, 12 ergibt (Weber und Nachmannsohn*® und diese 
Mitteilung 8. 15). 

* Wo. Pauli betont auf Grund sehr zahlreicher eigener und fremder 
Versuche mit Recht, daB diese osmotischen Anderungen vom elektro- 
chemischen Verhalten der Proteine. in anderer Weise beherrscht werden, 
als Jaques Loeb es — allzu sehr vereinfachend — im Gegensatz zu Pauli 
annahm (vgl. dazu Wo. Pauli und E£. Valké, 1. c., und zwar besonders Kap. 
46 u. 47). 


2 S. P. L. Sérensen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 1, 1919, und zwar 
S. 112ff. 


3 Diese Zeitschr. 204, 215, 1929. 
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4. Ebenso nimmt die Hydratationsenergie mit der Tonisation 
nicht oder héchstens um wenige Prozent zu, wie die Analyse der 
Tonisationswirmen O. Meyerhofs' (fiir Muskel- und Serumeiweib- 
kérper) zeigt (Weber und Nachmannsohn). 

Damit ist es sehr zweifelhaft geworden, ob die experimentelle 
Grundlage der Paulischen Hydratationshypothese tragfaihig ist. 
Insbesondere ermutigt die véllige oder fast véllige Konstanz der 
Hydratationskrafte und der Hydratationsenergie nicht dazu, den 
Hydratationserscheinungen eine Rolle bei der Energetik arbeitender 
Zellen und Gewebe zuzuschreiben. 

Theoretisch versucht Wo. Pauli*, seine Hypothese elektrostatisch 
zu begriinden. Er nimmt an, daB die verschiedene elektrische Auf- 
ladung von isoelektrischem EiweiB und von EiweiBionen zu sehr ver- 
schieden starker Anziehung des Dipols H,O fiihrt. Die Fortfiihrung 
dieser anregenden Erérterungen hat die Kenntnis von den Ladungs- 
verhaltnissen der verschiedenen Zustandsformen der EiweiSkérper 
(von isoelektrischem Protein, von Proteinkationen und -anionen) 
zur Voraussetzung. Diese Kenntnis fehlt zurzeit, da man nicht sicher 
weiB, wie weit isoelektrische Eiwei8kérper nach dem Zwitterionen- 
schema aufgeladen sind. Die alte Annahme, isoelektrische Proteine 
seien unelektrisch, ist seit Bjerrum® zweifelhaft geworden4. 


II. Die Eiwei8zwitterionen und die Bestimmung ihres Aufladungsgrades. 


H’-Bindung und -Abgabe durch Ampholyte fiihrt zu einem ver- 
schiedenen Ladungszustand des isoelektrischen Ampholyten je nach der 
Art, in der saure und basische Gruppen an ihr beteiligt sind. 

1. H’-Bindung und -Abgabe erfolgt auf der sauren Seite des isoelektri- 
schen Punktes (I. P.) durch basische, auf seiner alkalischen Seite durch 
saure Gruppen. Im isoelektrischen Zustande sind diese Gruppen dann 
nicht ionisiert, der Ampholyt trégt keine elektrischen Ladungen. 


Schema I. 


1. Auf der sauren Seite des I. P.: 
a) COOH—R—NH, +H = COOH—R—NH, (H’-Bindung), 
b) COOH—R—NH, + OH’ = COOH—R—NH, + H,O (H -Abgabe). 
2. Auf der alkalischen Seite des I. P.: 
ce) COOH—R—NH, + OH’ = COO’—R—NH, + H,O (H’-Abgabe 
= OH’-Bindung), 
d) COO’—-R—NH, + H + H,O = COOH—R—NH, + H,O 
(H'-Bindung). 
1 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 195, 22, 1922; 204, 295, 1924. 
2 Vgl. Pauli-Valké, 1. c¢. 
3’ Bjerrum, Zeitschr. f. physik. Chem. 104, 147ff., 1923. 
4 Z.B. Pauli-Valké, l.c. S.391f.; Weber und Nachmannsohn, |. c. 
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2. H’-Bindung und -Abgabe beruht auf der sauren Seite des I. P. auf 
der Reaktion saurer, auf seiner alkalischen Seite auf der Reaktion basischer 
Gruppen'. Im isoelektrischen Zustande des Ampholyten sind die Gruppen, 
die nach diesem Schema (Zwitterionenschema) reagieren, ionisiert; der 
isoelektrische Ampholyt trigt elektrische Ladungen. 


Schema II. 
1. Auf der sauren Seite des I. P.: 
a) COO’ —R—NH, +H = COOH—R—NH, (H’-Bindung), 


b) COOH—R—NH, + OH’ = COO’—R—NH, + H,0 (H’-Abgabe). 

2. Auf der alkalischen Seite des I. P.: 

c) COO’—R—NH, + OH’ = COO’—R—NH, + H,0 (H’-Abgabe 
= OH’-Bindung), 
d) COO’-R—NH, + H + H,O = COO’—R-—NH, + H,O (H’- 

Bindung). 

Die Zahl der sauren und der basischen Gruppen, die dem Zwitter- 
ionenschema (II) folgen, muB untereinander gleich sein, da nur unter 
dieser Bedingung der isoelektrische Ampholyt die gleiche Anzahl 
positiver und negativer Ladungen tragt. Die Zahl der sauren und basi- 
schen Gruppen, die dem klassischen Schema (I) folgen und somit am 
I. P. nicht ionisiert sind, braucht dagegen natiirlich nicht gleich zu 
sein. Hieraus folgt, daB die ,,iiberzihligen‘* sauren Gruppen von 
Ampholyten, die mehr saure als basische Gruppen enthalten, und die 
, liberzahligen“ basischen Gruppen von Ampholyten, bei denen dies 
Verhaltnis umgekehrt ist, am I. P. unionisiert sein miissen. Sie miissen 
also H nach dem klassischen Schema (Schema I) binden und abgeben. 
Nach Abzug der etwaigen ,,iiberzihligen‘“‘ Valenzen wiirde das Protein- 
teilchen gleich viel saure und basische Valenzen tragen. Es wiirden 
dann nur noch ,,vollstandige Valenzenpaare“ iibrigbleiben, die aus je 
einer sauren und einer basischen Gruppe bestehen. Es bleibt fest- 
zustellen, wie groB der am I. P. ionisierte Anteil bei diesen _,,voll- 
standigen Valenzenpaaren“ ist. 

Dieser Anteil gibt bei den vielwertigen Proteinen den Aufladungs- 
grad des einzelnen isoelektrischen EiweiBteilchens als Zwitterion an. 
Denn bei der Vielwertigkeit jedes EiweiBteilchens mu8 das Verhaltnis 
der ionisierten zu den unelektrischen Valenzenpaaren fiir jedes der 
gleich gebauten Molekiile eines einheitlichen EiweiSkérpers ungefahr 
gleich sein. Damit wird, falls tiberhaupt ein praktisch feststellbarer 
Betrag ionisierter Valenzenpaare vorhanden ist, jedes einzelne iso- 
elektrische EiweiBmolekiil zum Zwitterion. Doch bleibt es zunichst 
ganz offen — und das ist das Entscheidende —, wie hoch der Auf- 
ladungsgrad dieser Zwitterionen bei Proteinen ist. 


1 Vgl. dazu S.10, Anm. 1. 
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Bei isoelektrischen Aminosiuren dagegen gibt die Zahl ionisierter 
Valenzenpaare bekanntlich nicht den Aufladungsgrad, sondern die 
Zahl der Zwitterionen an, waihrend die Zahl nicht ionisierter Valenzen- 
paare gleich der Zahl der unelektrischen Molekiile ist. Denn jedes 
einzelne Aminosdiuremolekil besitzt nur ein vollstandiges Valenzenpaar ; 
ist dieses zufallig in dem Gleichgewicht ionisierter und nichtionisierter 
Valenzen, das einer bestimmten isoelektrischen Aminosaure zukommt, 
nicht ionisiert, so ist das betreffende Aminosduremolekiil unelektrisch, 
im entgegengesetzten Falle ein Zwitterion. 

Sind also in einer Ampholytlésung a basische und a -+- z saure 
Valenzen vorhanden, so enthalt diese Lésung @ Valenzenpaare und 
z ,,liberzahlige** (saure) Valenzen. Ist im I. P. von diesen a Valenzen- 
paaren die Halfte ionisiert, so besteht eine Aminosiurelésung zu 50°, 
aus Zwitterionen und zu 50%, aus unelektrischen Molekiilen, eine 
EiweiBlésung dagegen vollstandig aus Zwitterionen, von denen aber 
jedes einzelne nur zu 50°, des héchstméglichen Betrages aufgeladen ist. 

Wieviel H’ durch Proteine gebunden oder abgegeben wird, ergibt 
sich aus der Elektrotitrationskurve. Wie sich diese H-Bindung und 
-Abgabe auf saure und basische Gruppen verteilt, geht aus gewissen 
physikochemischen Zustandsinderungen hervor, die H-Bindung und 
H-Abgabe (OH’-Bindung) von Proteinen begleiten. Es sind namlich 
bei der Reaktion saurer und basischer Gruppen verschieden: 

1. Warmeténung, K 

2. Anderung des Gesamtvolumens der Lésung, 

3. Anderung der Dissoziationskonstanten mit der Dielektrizitits- 

konstante des Lésungsmittels. 

Die basischen Gruppen des EiweiSes sind stickstoffhaltig (im wesent- 
lichen oder ausschlieBlich Imidazol-, Guanidin- und Amino-N der 
Hexonbasen'). Die sauren Gruppen sind hauptsichlich Carboxyl- 
gruppen (der Aminodicarbonséuren'), vielleicht auch OH-Gruppen 
(des Tyrosins)?. 


Ill. Der Aufladungsgrad der Zwitterionen und die Reaktionswirmen der 
Proteine mit H' und OH’. 

L. Ebert? hat darauf hingewiesen, daB die Warmeténungen, 

die H-Bindung und -Abgabe begleiten, recht genaue Angaben iiber 

den isoelektrischen Ladungszustand von Ampholyten  gestatten. 


1 Vgl. H. J. Cohn, Physiol. Rev. 5, 349, 1925. 

2 In die Enolform umgelagerte Peptidbindungen kommen nach 
neueren Untersuchungen zwischen p, 1 und p, 12 offenbar nicht in Frage. 
Vgl. P. Levene, Lawrence W. Bass, R. E. Steiger und J. Bencowitz, Journ. 
of biol. Chem. 72, 815, 1927. 

8’ L. Ebert, Zeitschr. f. physik. Chem. 121, 385, 1926. 
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Die Warmeténungen, die bei basischen N-haltigen Gruppen und 
bei Carboxylgruppen H-Bindung (vgl. Tabelle I, Spalte 1 und 8) 
und H’-Abgabe (Spalte 3 und 5) begleiten, sind so auSerordentlich 
verschieden, daB sie eine sichere Feststellung gestatten, ob die mit 
H oder OH’ reagierende Gruppe basisch oder eine Carboxylgruppe 
ist. Diese gruppenspezifischen Warmeténungen streuen mit dem Bau 
des Molekiils, das diese Gruppen triagt, nicht so sehr, daB eine Ver- 
wechslung méglich ware. 

Dagegen sind die Warmeténungen bei H-Bindung und -Abgabe 
durch Phenolgruppen von den Werten, die bei der gleichen Reaktion 
basischer N-haltiger Gruppen auftreten, nicht immer sicher zu unter- 
scheiden (vgl. Spalte 5 und 7, sowie 8 und 10, Tabelle I). Immerhin 
kommen bei H'-Bindung durch Phenolgruppen nie so extrem hohe, bei 
OH’-Bindung nie so auBerordentlich niedrige Warmeténungen vor wie 
bei basischen Gruppen. 

Tabelle I. 


Molare Warmeténungen bei Reaktionen. 





Nach der Formel Kalorien Nr. d.Spalte 
RCOO'+ H RCOOH — 1300bis + 1800 1\ \ 
Protein + H’ Protein-Kation -° ie. + el a 
; RCOOH + OH’ = RCOO’ + H,O +- 15000 bis + 11900 3) B 
Protein-Kation -+- OH’ = Protein + H,0 +13850 , +13000 4 
RNH, + OH’ => RNH, + H,O + 700bis+ 8590 5 
Protein + OH’ = Protein-Anion + H,O, + 1100 , + 1600 6} ( 
Phenole + OH’ = Phenolate + H,0 + 5800 , + 9000 7 
RNH, +H =RNH, + 13000 bis + 5200 8) 
Protein-Anion +H’ = Protein +12600 , +12100|) 9'D 
Phenolate + H’ = Phenole + 7900 ; + 4700 10/ 


Die molaren Warmeténungen bei der Reaktion der Carboxylgruppen 
mit H’ und OH’ geben den Bereich der Warmeténungen an, in dem nach 
Landolt- Bornstein (5. Aufl.) die COO H-Gruppen der verschiedenen Carbon 
séuren liegen, bei der Reaktion der Amino- und Phenolgruppen den Bereich, 
der die Warmeténungen der organischen Stickstoffbasen (also nicht nur 
der Amine) und der Phenole und Phenolderivate umfaBt (Landolt- Bornstein, 
5. Aufl.). Bei den Proteinen sind die von Meyerhof selbst fiir besonders 
zuverlassig gehaltenen Werte dieses Autors fiir Serum- und Muskeleiweib- 
kérper zugrunde gelegt. 


Durch Vergleich dieser Warmeténungen mit denen, die H -Bindung 
und -Abgabe von Aminosiuren begleiten, hat Zbert! eingehende 
Schatzungen der im I. P. ionisierten Valenzenpaare durchgefihrt. 
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Zwitterionentheorie und Hydratation der Eiweilskérper. 


Die Warme der Reaktion ,,Proteinanion’ + H'“ deutet er ferner, 
wie spiter Adair! und Mitarbeiter, als Lonisierungswirme basischer 
Gruppen. Eine Abrundung dieser vereinzelten Angabe durch Betrach- 
tung gréBeren kalorischen Materials — besonders der thermochemischen 
Messungen O. Meyerhofs* an EiweiBkérpern — ergibt: Diese Warme- 
ténungen decken sich auf der sauren Seite des 1. P. sehr scharf mit 
den Wiarmeténungen, die bei H-Bindung und -Abgabe durch Carboxy]l- 
gruppen auftreten (vgl. Tabelle I die Spalten unter A und B). Auf der 
alkalischen Seite des I. P. liegen sie infolgedessen zwischen den 
Reaktionswarmen der Stickstoffbasen und sind ferner bei O H’- Bindung 
(H -Abgabe) kleiner, bei H’-Bindung gréBer als die analogen Reaktions- 
wirmen der Phenol-OH-Gruppen (vgl. Tabelle I die Spalten unter C 
und D). Demnach scheint die Reaktion der Proteine mit H und OH’ 
auf der sauren Seite des I. P. ganz tiberwiegend auf der Reaktion von 
COOH-Gruppen, auf seiner alkalischen Seite auf der Reaktion stickstoff- 
haltiger basischer Gruppen zu beruhen. Diese Gruppen sind also am 
I. P. ganz oder sehr weitgehend ionisiert: Proteine bestehen aus hoch- 
gradig aufgeladenen Zwitterionen *. 


Fiir eine Beteiligung von Phenolgruppen an der H’- und OH’-Bindung 
durch EiweiBkérper sprechen die bei dieser Reaktion auftretenden Warme- 
ténungen nicht. Sie ist aber auf der alkalischen Seite des I. P. durchaus 
méglich. Denn es ist zu beriicksichtigen, daB die Reaktionswirme von 
Phenolen und basischen N-haltigen Gruppen mit H’ und OH’ sich nicht 
allzu sehr unterscheiden, und da® ferner die Zahl der Phenolgruppen bei 
den untersuchten EiweiSkérpern héchstens etwa 14% der Gesamtzah] 
der Gruppen betragen kann, die auf der alkalischen Seite des I. P. mit H’ 
und OH’ reagieren *. 


1 G.S. Adair, N. Cordero und T.C. Shen, Journ. of Physiol. 67, 288, 
1929. 

2 0. Meyerho}, Lo. 3%. 

3 Es darf bei diesen Schlu’ allerdings nicht iibersehen werden, dal 
die Natur der Gruppen, die dicht am I. P. auf seiner alkalischen Seite init 
H und OH’ reagieren, sowie der Gruppen, bei denen sich diese Reaktion 
bei extremen pa, (gréB8er als 9 und < 4) vollzieht, von der thermochemischen 
Analyse nicht mitgefaBt werden, da die angegebenen Daten nur zwischen 
pax 9 und 7 einerseits, zwischen pag 4 und dein I. P. andererseits ge- 
messen sind. 

* Unter der weitgehenden Annahme, da® saémtliche Phenolgruppen 
des Tyrosins, das im Eiweil enthalten ist, sich an der Reaktion des Proteins 
mit H und OH beteiligen, stehen fiir diese Reaktion im Gramm der unter- 
suchten EiweiS8kérper 0,1 bis 0,14 Millimol Phenolgruppen zur Verfiigung. 
Denn die fraglichen EiweiBkérper enthalten im Gramm etwa 18 bis 25 mg 
Tyrosin von einem Molukulargewicht von 181. Das durchschnittliche 
Gesamtbasenbindungsvermégen von lg Protein betragt dagegen etwa 
1 Millimol. 





8 H. H. Weber: 


IV. Der Aufladungsgrad der Zwitterionen und die Volumeniinderungen des 
Gesamtsystems bei H- und 0 H’-Bindung. 


Wie bekannt ist', ist die Bindung und Abgabe von H durch 
Ampholyte von einer Volumenanderung des Gesamtsystems begleitet : 
Wird z. B. eine Aminosaurelésang mit NaOH oder HCl gemischt, 
so weicht das Volumen der Mischung von der Summe der beiden Einzel- 
volumina ab. Solche Versuche lassen sich so einrichten, daB die GréBe 
dieser Volumenanderungen, die an sich auch von anderen Faktoren 
abhaingt, praktisch allein durch die Reaktion des Ampholyten mit 
den zugemischten H oder OH’ bestimmt ist?. 

Die GréBe dieser Volumenanderungen ist ebenso wie die der 
Warmeténungen ganz tiberwiegend durch die Art der Gruppe bestimmt, 
die H bindet oder abgibt, und nur sehr wenig durch den Bau des 
Molekiils, das diese Gruppe trigt. Der Betrag der Volumendnderung, 
der den einzelnen in Frage kommenden Gruppen zukommt, und seine 
— geringfiigige Abhangigkeit vom Bau des tragenden Molekiils 
ist an schwachen Elektrolyten mit genau bekannten Dissoziations- 
verhaltnissen feststellbar. 

Die Bindung eines Mols H durch N-haltige basische Gruppen 
etwa nach der Formel RNH,+ H = RNH, ist bei organischen 
Basen verschiedenster Konstitution ohne wesentliche Unterschiede 
von einer minimalen Volumenkontraktion begleitet (Volumeneffekt 
siehe Tabelle II), die Abgabe eines Mols H' unter Wasserblidung nach 
der Formel RNH, + OH’ = RNH,+ H,O von einer Volumen- 
dilatation von etwa 24 ccm (Tabelle IL)*. Die H-Bindung an Phenol- 
und Enolgruppen? ist dagegen, wie Versuche an Phenol und Glucose 
zeigen, von einer groBen Volumenerweiterung von etwa 20 ccm be- 
gleitet, wahrend die H-Abgabe unter Wasserbildung ohne deutliche 
Vohimenanderung yerlauft? (Tabelte ITI). 


1 H. H. Weber und D. Nachmannsohn, diese Zeitschr. 204, 215, 1929. 

2 Es ist allerdings fraglich, ob die Volumendnderungen der Hexose- 
lésung allein auf die Reaktion ihrer Enolgruppen mit H’ und OH’ bezogen 
werden kénnen, da bei Monosacchariden die Mischung mit Lauge und 
Séure auBer dieser Reaktion die intramolekulare Umlagerung aus det 
Tollensschen Ringform in die Enolform und umgekehrt bewirkt. 

% Die Summe der Volumenaénderungen bei Bindung und darauf- 
folgender Abgabe eines Mols H’ durch schwache Elektrolyte muB gleich 
der Volumenerweiterung sein, die bei Bildung eines Mols H,O aus H’ und 
OH’ auftritt. Denn der schwache Elektrolyt befindet sich am Schlub 
solchen Kreisprozesses in demselben Zustande, wie an seinem Anfang, 
und nur die nacheinander zugesetzten H’ und OH’ haben sich zu einem 
Mol H,0 vereinigt (vgl.z. B. die Reaktionsformeln auf 8. 3u.4). Die Summe 
dieser Volumenerweiterungen betragt immer etwa 21] ccm (Spalte 4 der 
Tabellen IT bis IV) und besitzt damit tatséchlich denselben Betrag wie bei 
Bildung eines Mols H,O aus H' und OH’ in unendlicher Verdiinnung (vgl. 
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Tabelle II. 
Av in Kubikzentimetern bei Bindung und Abgabe eines Mols H’ durch 
Stickstoffbasen. 





I II Summe 


—_ RNH, + H'=RNH} RNH3 + OH’ =RNH,+H,0 1+ 
Methylamin . 5,5 +- 27,0 + 21,5 
Dimethylamin . 2,2 + 24,3 + 22,1 
Athylamin 3,6 + 24,5 + 20,9 
Phenylamin . 53 + 25,6 + 20,8 
Athylgykokollester . 5,8 26,1 + 20,3 
Guanidin . (— 2,2)* 23,2 
Kreatinin . +21 + 20,4 + 22.4 
imidazol 1,8 + 23,9 + 22.1 
Pyridin. — 48 27,0 - 22 ,2 

* Dieser Wert ist nicht gemessen, sondern aus dem Wert unter Il berechnet unter 
Benutzung der Tatsache, dafi 1 + Il ungefiihr + 21,0cem Volumeninderung ergeben miissen 


Die Carboxylgruppen der Carbonsauren schlieBlich binden H 
(nach der Formel RCOO’ + H = RCOOH) mit einer durchschnitt- 
lichen Volumenerweiterung von 12 ccm und geben H ab (nach der 
Forme! RCOOH + OH’ = RCOO’ — H, 0) mit einer weiteren Volumen- 
erweiterung von 9 cem!. 

Tabelle Ill. 


Av in Kubikzentimetern bei }\‘adung und Abgabe eines Mols H’ durch 
Phenol- und Enolgruppen. 





ene I Il Summe 
greeny Anion + H* = Molekiil | Molekiil + OH’ = Anion + H,O| 1+ 1 
eae +- 18,7 + 2.6 + 21.3 
Dextvoses ..... + 19,1 + 1,5 + 20,6 


Tabelle IV 
Av in cem'bei Bindung wnd Abgabe eines Mois H’ durch Carbonséuren. 


I Il 





Substanz RCOO'+ RCOOH + OH’: pen 
=RCOOH = RCOO' + HLO 
Kssigsaure 10,3 10,0 + 20,3 
Propionsaure 12,6 + 82 + 20,8 
Oxypropionsaure - 11,4 8.6 1 20.0 
Buttersaure. . . - 13,1 7,2 + 20.3 
Acetylglykokoll . 11,7 9,2 + 20,9 
Oxalsaure 
1. Valenz zw. Pahl u. 2,5 + 7,2 + 13,0 + 20,2 
ao ae, + 15,0 + 4,7 + 19,7 


Weber und Nachmannsohn, diese Zeitschr. 204, 215, 1929, und zwar 8. 236; 
Tamann, Uber die Beziehungen zwischen den inneren Kraften und Eigen- 
schaften der Lésungen. Hamburg und Leipzig, Verlag L. Voss, 1907, und 
zwar 8. 103ff.). 

1 Siehe Anm. 3 8S. 8. 





10 H. H. Weber: 


Nur die Volumenanderungen bei der H’-Bindung durch die erste 
und zweite Valenz der Oxalsiure weichen erheblicher von diesen Durch- 
schnittswerten ab. Diese Abweichung ist fiir die erste und zweite 
Valenz der Oxalsaure der Richtung nach entgegengesetzt, dem Betrage 
nach fiir beide ahnlich. Dies deutet darauf hin, daB sich die beiden 
nahe beieinander gelegenen Carboxylgruppen in ihrem Volumeneffekt 
gegenseitig beeinflussen. Die gruppenspezifischen Volumeneffekte 
sind also vom Bau des Gesamtmolekiils nur dann deutlich abhangig, 
wenn sich mehrere elektrische Gruppen an demselben Molekiil befinden. 


Wie weit bei den vielwertigen Eiwei&kérpern eine derartige gegen- 
seitige Beeinflussung der verschiedenen elektrisch geladenen — be- 
sonders der entgegengesetzt geladenen — Gruppen in Frage kommt, 
ist an Ampholyten mit bekannter Reaktionsweise zu priifen. Die 
aliphatischen Aminosaéuren sind solche Ampholyte. Sie sind mit 
Sicherheit im J. P. praktisch vollstaéndig Zwitterionen'. Mit einer 
gewissen Wahrscheinlichkeit gilt das gleiche fiir heterozyklische Amino- 
siuren'. Beide Gruppen von Aminosiuren (Tabelle V) zeigen bei 
Bindung und Abgabe eines Mols H’ auf der alkalischen Seite des I. P. 

-d.h. durch basische Gruppen — ungefihr dieselben Volumeneffekte 
wie die organischen Basen der Tabelle II. Das gleiche gilt auch fiir 
die ,,iiberzihlige“ (vgl. S. 4) basische Gruppe des zweibasischen 
Histidins, die auf der sauren Seite des I. P. zwischen p,, 4 und 7 in 
Reaktion tritt (s. Tabelle V) und sich damit ziemlich sicher als die 
Imidazolgruppe des Histidins erweist. Die H -Bindung durch Carboxyl- 
gruppen auf der sauren Seite des I. P. ist dagegen von einer Volumen- 
erweiterung begleitet, die deutlich kleiner ist (etwa 7ccm) als bei 
Monocarbonsauren (etwa 12.ccm). Die H-Abgabe durch diese Gruppen 
verlauft infolgedessen mit einer gré®eren Volumenerweiterung als bei 
Monocarbonsauren (etwa l4ccm gegeniiber etwa 9ccm). Die fiir 
H-Bindung und -Abgabe durch Carboxylgruppen bezeichnenden 
Volumeneffekte werden also durch die Nachbarschaft der elektro- 
positiven basischen Gruppe beeinflu8t. Dieser Einflu8 nimmt rasch 
ab, wenn das Ampholytmolekiil und der Abstand der Gruppen mit 
elektrischer Ladung gré8er wird. Bei aliphatischen Dipeptiden geht 


1 Dies ergibt sich aus der Pfeifferschen Feststellung der Amphisalz- 
bildung im I. P., aus molekulartheoretischen Erwaigungen (Bjerrum, Zeitschr. 
f. physik. Chem. 104, 147, 1923; Ebert, ebendaselbst 121, 385, 1926), aus 
thermodynamischen (bert, |. c.) und optischen (Ley, Ber. d. deutsch. chem. 
Ges. 61, 212, 1928) Beobachtungen, sowie aus Beobachtungen iiber die 
Anderungen ihrer Dissoziationskonstanten mit der Dielektrizitatskonstante 
des Lésungsmittels (Michaelis und Mizutani sowie Mizutani, Zeitschr. f. 
physik. Chem. 116, 135 u. 350, 1925; Linderstrem-Lang, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 173, 32, 1928). 
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Tabelle V. 


Av in Kubikzentimetern bei Bindung und Abgabe eines Mols H’ durch 
Aminoséuren. 





H,O 














Aminosiure 3 a z 2 + 
I 63 oa eS ee Ee 7,1 + 15,2 + 23,6 1,8 
ee ie aoa eee ae + 81 2 + 22.0 0.8 
3-Aminobuttersaure . 9 RUA Se +74 + 13,8 + 22.5 —1,2 
WES iS CERIN... yetlgl cael g Shel t + 69 + 14,8 + 20.9 1. 0),7 
NII 5 57) w hte gi Netw we ae bets + 7,4 + 15,6 + 20,7 + 0,4 
918 ¢ 
Histidin aad 0,8 
1. Valenz, Histidin > Histidin’ 
a St Se ae 3,0 +- 23,6 
2. Valenz, Histidin’ > Histidin™ 
SW: Beh 2 8. LD..i.. + 77 + 14.9 
Tabelle VI. 


Av in Kubikzentimetern bei Bindung und Abgabe eines Mols H’ durch 
aliphatische Dipeptide. 





Dipeptid + H" a 


Dipeptid + OH’ | Dipeptid-Anion 
Dipeptid = Dipeptid- + 


= Dipeptid- 


Kation on Anion + H,0 Dipeptid 
Glycylglycin . . . + 9,2 + 12,1 + 25,7 — 5,0 
Alanylglycin .. . + 10,2 + 11,1 1. 25, — 4,1 
Leucylglycin . . .: + 10,6 + 11,1 +. 25,5 — 38 


H -Bindung und -Abgabe auf der sauren Seite des I. P. mit Volumen- 
anderungen einher, die in ihrer GréBe in der Mitte zwischen den 
Volumenanderungen bei Aminosiuren und bei Carbonsduren stehen, 
nimlich einer Volumenerweiterung von 10 ccm bei H-Bimdung, von 
llcem bei H-Abgabe. Die Volumeneffekte auf der alkalischen Seite 
des I. P. sind dieselben wie bei Aminosdiuren und organischen Basen 
(Tabelle VI). Bei EiweiBkérpern mit ihrem groBen Molekiil und der 
weiten Entfernung der elektrisch geladenen Gruppen voneinander 
ist demnach eine gegenseitige Beeinflussung der gruppenspezifischen 
Volumeneffekte nicht zu erwarten. 

Diese Volumenstudien am Modell zeigen ferner, da8 nicht nur 
die aliphatischen, sondern auch die heterozyklischen Aminosauren 
und ferner die aliphatischen Dipeptide nach dem Zwitterionenschema 
(s. S.4) mit H und OH’ reagieren. 


1 H.H. Weber und D. Nachmannsohn, |. c., Tabelle V entnommen. 


12 H. H. Weber: 


Bei EiweiBkérpern werden auf Grund der Modellversuche bei 
Bindung und Abgabe eines Mols H (= Bindung eines Mols OH’) 
folgende Werte der Volumenanderungen zugrunde gelegt. 

1. Fir Carboxylgruppen — wie bei Monocarbonsiuren: + 12 cem 
(H’-Bindung) und + 9cem (H-Abgabe = OH’-Bindung). 

2. Fiir basische Gruppen: ~ 0 (H-Bindung) und + 21 ccm 
(H -Abgabe). 

3. Fir Phenolgruppen: + 20cem (H-Bindung) und + 1 cem 

“1H -“Abgabe). 

Die Richtigkeit dieser Werte laBt sich fiir Aminogruppen, die 
nach van Slyke desaminierbar sind, auch durch Messung am Eiweif 
selbst bestatigen (s. 8. 18f.). 

Mit diesen Werten wird die Volumenanderung verglichen, die 
H-Bindung und -Abgabe (OH’-Bindung) der EiweiSkérper begleitet. 


Die rechnerische Auswertung dieses Vergleichs ergibt zunachst den 
Anteil der Gruppen, die nach dem Zwitterionenschema reagieren, an der 
Gesamtzahl der Gruppen, die auf der sauren bzw. alkalischen Seite des I. P. 
H’ und OH’ binden. Dieser Anteil ist auf der sauren Seite des I. P. x = a/m. 
a ist hier die Molaritaét der sauren Gruppen, die entsprechend dem Zwitter- 
ionenschema auf der sauren Seite des 1. P. H’ binden (oder abgeben), m die 
Molaritét aller — sowohl] der sauren wie der basischen — Gruppen, die 
bei einem pq, saurer als der 1. P. mit H’ reagieren (kurz: Gesamtheit de 
, sdurebindenden Valenzen“). Fiir jede saure Gruppe, die dem Zwitter- 
ionenschema folgt, mu eine basische Gruppe dasselbe tun (s. 8S. 4). 
Der Anteil solcher basischer Gruppen an der Gesamtmolaritat aller Gruppen, 
die auf der alkalischen Seite des I. P. mit H’ und OH’ reagieren (kurz: 
Gesamtheit der ,,basenbindenden Valenzen‘‘), betragt infolgedessen y = a/n, 
wenn » diese Gesamtmolaritaét der ,,basenbindenden Valenzen“ angibt. 

x und y werden aus den Volumendnderungen berechnet. Es ist zweck- 
mdafig, hierbei auf der sauren Seite des I. P. die Volumendnderungen bei 
H’-Bindung, auf seiner alkalischen Seite bei OH’-Bindung (H -Abgabe) 
zugrunde zu legen; denn diese Werte sind genauer feststellbar als die 
Volumenanderungen bei den entgegengesetzten Reaktionen (vgl. Experimen- 
teller Teil, 8.31). Es ist notwendig, bei dieser Rechnung ausschlieBlich 
die Volumeninderungen zu benutzen, die bei maximaler H’- bzw. OH - 
Bindung durch Eiweils auftreten, da nur unter dieser Bedingung sémtliche 
H’- und OH’-bindenden Gruppen des EiweiBes mit ihrem Volumeneffekt 
erfabt werden. 

Fir H’-Bindung auf der sauren Seite des 1. P. kommen nur Carboxyl- 
und basische Gruppen in Frage. Denn eine Reaktion der Phenolgruppen 
mit H’ und OH’ ist bei ihrem sehr schwach sauren Charakter nur bei deutlich 
alkalischer Reaktion, d.h. auf der alkalischen Seite des I. P. méglich. 
Also wird von einem Mol H’ auf der sauren Seite des I. P. der Bruchteil x 
durch Carboxylgruppen, der Bruchteil 1 — 2 durch basische Gruppen 
gebunden. Die dabei auftretende Volumenadnderung ist demnach gleich 
der Summe der Volumenaénderungen, die diese beiden Gruppenreaktionen 
einzeln bewirken. Wird die Volumenénderung bei Bindung eines Mols H’ 
(kurz: die ,,molare Volumendnderung“ bei H’-Bindung) durch Proteine mit 
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AvIprot., durch die Carboxylgruppen des Proteins mit 4dvI¢gou und durch 
die basischen Gruppen mit AvI pas, bezeichnet, so ist 

Iv lpr. = Felegon-® + Fvlypas, - (1 — 2). 
Da die H’-Bindung durch basische Gruppen ohne deutliche Volumen- 
anderung verléuft, wird hieraus : 
Sl pror. a Jvlprot. 
Jvlooon 12 
Eine analoge Uberlegung iiber die Volumendnderung bei Bindung eines 
Mols OH (Abgabe eines Mols H’) auf der alkalischen Seite des 1. P. ergibt 
die Gleichungen : 


x 


=A vl pas. -ytA YS. (1 — y); 
A vT prot. — drs 
. A UI pas. ey Jos. 


Jvilp 


rot. 


Hier ist AvII prot. die molare Volumenanderung bei OH’-Bindung durch 
isoelektrisches Protein, Av IIpas. durch seine basischen Gruppen, 4 vs. 
durch seine sauren Gruppen, y der Anteil der basischen Gruppen an der 
Gesamtheit der ,,basenbindenden Valenzen“. 

Die Gleichung fiir y fiihrt nicht zu einem eindeutigen Resultat, da 
auf der alkalischen Seite des I. P. als saure Gruppen COOH- und Phenol- 
gruppen in Frage kommen, und die die O H’-Bindung begleitenden Volumen- 
anderungen bei beiden sehr verschieden sind. Der obere Grenzwert fiir 
y (y;) ergibt sich unter der Annahme, diese sauren Gruppen seien sémtlich 
Phenolgruppen, der untere Grenzwert (y,) unter der Annahme, sie seien 
simtlich COOH-Gruppen nach den Gleichungen: 


Sv pyot. sl, 





n= Sv prot. rr J vprenot 
Sv ll pas. ons J vppenol 26 
visit I rUpror— Fe Ue oon A vl pyo¢.-— 9 
vig Jvilgas. — Felco on 12 


Av IIcoou ist die Volumenanderung bei Bindung eines Mols OH’ durch 
Carboxylgruppen. 

Da die Zahl der zwitterionisierten sauren und der zwitterionisierten 
basischen Gruppen gleich sein muB (= a, vgl. 8S. 12), ist dér Anteil der 
zwitterionisierten sauren Gruppen an der Gesamtzahl der séurebindenden 
Valenzen (x = a/m) und der zwitterionisierten basischen Gruppen an der 
Gesamtzahl der basenbindenden Valenzen (y = a/n) meist ungleich. Denn 
die Zahl der séure- und basenbindenden Valenzen (m und n) ist bei Proteinen 
meist etwas verschieden. Dagegen muB8 sich aus diesen ungleichen Werten 
von «x und y der gleiche Aufladungsgrad des isoelektrischen Eiweibes als 
Zwitterion errechnen. Er ist als das Verhaltnis der nach dem Zwitterionen- 
schema ionisierten vollstaéndigen Valenzenpaare zur Gesamtzahl der voll- 
standigen Valenzenpaare definiert (s. 8.4). Wird diese Gesamtzahl mit z 
bezeichnet, so folgt fiir den Aufladungsgrad als Zwitterion (a/z) aus 


a a 
r= — und y : ‘ 
m n 
a zm yn 
a= tm = yn und 


14 H. H. Weber: 


Der Aufladungsgrad als Zwitterion laBt sich so ausrechnen, da m und n, 
die Gesamtzahl der ,,siurebindenden“ und der ,,basenbindenden‘“‘ Valenzen. 
fiir alle untersuchten Eiweibpraiparate bekannt ist (vgl. Tabelle XII). 
Damit ist aber auch z bekannt: denn definitionsgema&B ist z = m, wenn 
n gréBer als m ist, im umgekehrten Falle ist z = n (vgl. Kap. II, S. 4). 


Tabelle VII. 


Av in Kubikzentimetern bei Bindung und Abgabe eines Mols H’ durch 
Eiweibkérper. 








Auf der sauren Seite des I. P. Auf der alkalischen Seite des I. P. 
Fiweifkérper Kiweis +H’ | Piweib-Kation — biweis + OH’ | Eiwei6-Anion 
= Eiweif- m= Bivrelé = Eiweib- + H’ 
Kation + HO Anion + H,O Eiweib 

eas gt. & + 9,9 + 11,6 +. 17,2 + 3,8 
Eieralbumin .. . + 9,6 + 11,4 + 13,2 | +88 
Serumalbumin. . . + 84 + 13,1 + 18,2* +- 1,6* 
Serumglobulin. + 9,1 + 13,9 + 17,4* + 4,3* 
mene. ke + 5,2 —- + 15,4 —- 


* Diese Werte sind der Arbeit H. H. Weber und D). Nachmannsohn, |. c., und zwar §S. 237 
entnommen, sie sind zur Berechnung von y weniger geeignet, weil das Eiweifi nicht ganz 
volistindig mit OH’ gesiittigt war. 


Die Volumenanderungen bei Proteinen ahneln auf der sauren 
Seite des I. P. den Volumeninderungen, die H- und OH’-Bindung 
durch Carboxyle begleiten, auf seiner alkalischen Seite den Volumen- 
effekten bei der Reaktion basischer Gruppen mit H und OH’ (siehe 
Tabelle VII). Der Grad dieser Ahnlichkeit wird quantitativ dargestellt 
durch die Werte tir x, die den Anteil der Carboxylgruppen an der 
Pufferung durch Proteine auf der sauren Seite des I. P. angeben 
(Tabelle VIII, Spalte 1), und die Werte fiir y, die den Anteil der 
basischen Gruppen an der Eiwei8pufferung auf der alkalischen Seite 
des I. P. bedeuten (Tabelle VIII, Spalte 2 und 3). Der obere und der 
untere Grenzwert fiir y (y, und y,) ist bei den einzelnen Proteinen 
deutlich in seiner GréBe verschieden, aber nur bei Eieralbumin und 
beim Myogen so sehr, daB es fiir die vorliegende ziemlich grobe Be- 
urteilung einigermaBen stérend ist. Dies mu8 hingenommen werden, 
so lange iiber Beteiligung der Phenolgruppen an der Basenbindung 
der einzelnen EiweiBstoffe nichts sicheres bekannt ist. 


Dies ist auch eine der Ursachen, warum der aus den y-Werten 
berechnete Aufladungsgrad der isoelektrischen EiweiSkérper als 
Zwitterion a/z mit dem aus den x-Werten berechneten nicht besonders 
genau tibereinstimmt (Tabelle VIJI, Spalte5, 6 und 7). Immerhin 
ergibt sich auf beiden Wegen ein Aufladungsgrad beim Myogen von 
gut 50°, bei den anderen Proteinen von 70 bis 100°, der maximalen 
Aufladung als Zwitterion (Tabelle VIII). 
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Tabelle VIII. 





a 

y= S basenbindende - = Aufladungsgrad 

a 7 n n Valenzen . der Zwitterionen 
a z= f Gat 2 — , puitiviaaiadeailinh 

Eiweibkérper m m _ sturebindende pan 8 “ 

V1 v2 Valenzen . a , 2 

1 2 3 4 5 6 7 

Gelatine . . . 82% 81% 68% 0,81 101% 81% 68% 
EKieralbumin. . | 80% 61% 35% 1,22 80%| 756%|438% 
Serumalbumin . 70% 86% 76% 1,02 70%| 88%; 78% 
Serumglobulin . | 76% 82% 70% 1,24 76 % |102% | 87% 
Myogen. . . . | 48% 72% 53% 0.90 48% | 72% 53% 


Die in Spalte 4 angegebenen Werte fiir das Verhdltnis der ,basenbindenden* zu den 
,Siurebindenden* Valenzen sind nach Tabelle XII berechnet; es ist hierfiir das Mittel des 
titrimetrisch und elektrometrisch bestimmten maximalen Sture- bzw. Basenbindungs- 
vermégens benutzt. 


Die Analyse der Volumendnderungen, die die Reaktion der Eiwei- 
kérper mit Saéuren und Basen begleiten, ergibt dasselbe wie die Analyse 
der Warmeténungen: Isoelektrische EiweiBkérper. sind hochgradig, 
zum Teil praktisch vollstaéndig aufgeladene Zwitterionen. 

Dariiber hinaus geben die Volumenbeobachtungen friiheren Fest- 
stellungen tiber die Abhangigkeit der Hydratationskrafte von der 
EiweiBionisation eine verbreiterte Grundlage: die Tatsache, da die 
H- und OH’-Bindung durch isoelektrisches Serumglobulin und 
-Albumin mit einer deutlichen Volumenerweiterung verliuft, zwang 
zu dem SchluB, daB wenigstens bei diesen Proteinen die EiweiSionisation 
nicht mit: einer Steigerung der Hydratationskrifte verbunden ist 
(Weber und Nachmannsohn, a. a. O. 8. 233ff.). Die Reaktion der iibrigen 
Proteine der Tabellen VIL und LX mit H’ und OH’) verliuft mit ungefahr 
derselben Volumenerweiterung wie beim Serumalbumin und -Globulin. 
Es gilt fiir sie offenbar der gleiche SchluB. 


V. Die Verteilung der basischen Gruppen der Proteine auf die OH’- 
Bindungskurve. 

Die sauren Gruppen der Proteine, die nach dem Zwitterionen- 
schema reagieren, sind zweifellos Carboxylgruppen (s. 8. 12). Es 
erhebt sich die Frage, welche der verschiedenen basischen Gruppen, 
Imidazol-, Guanidin- oder Aminogruppen, mit Sicherheit im I. P. 
ionisiert sind. Denn bisher konnten die verschiedenen basischen 
Gruppen gemeinsam behandelt werden, da ihre Volumeneffekte bei 
der Reaktion mit H und OH’ gleich sind. 

Es ist nun méglich, Gelatine so sauber zu desaminieren, daB auser 
dem Verlust der freien Aminogruppen keinerlei Veranderung in den 
H und OH’ bindenden Gruppen des Proteins auftritt (vgl. experi- 
menteller Teil IB). Der Vergleich von Gelatine und desaminierter 
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Gelatine zeigt dann, da8 alle freien (nach van Slyke desaminierbaren) 
Aminogruppen auf der alkalischen Seite des I. P. mit H und OH’ 
reagieren, also dem Zwitterionenschema folgen. Denn nur auf der 
alkalischen Seite des [. P. tritt durch die Desaminierung eine — und 
zwar tiefgehende — Anderung der Volumeneffekte als Ausdruck einer 
Anderung im Bestand der mit H’ und OH’ reagierenden Gruppen 
ein (vgl. Tabelle LX). 
Tabelle IX. 


Vergleich der Volumenénderungen bei H’-Bindung und -Abgabe durch 
Gelatine und Desaminogelatine. 





Auf der alkalischen Seite des I. P. 


d der sauren Seite des I. P. : a 
aot : me ee Lt zwischen p, ,, 5,2 und 12 








a Kiweif + H’ | Eiwei6-Kation Eiweih + OH’ ps. in anior 

= Eiweib- + OH’ = Kiweib- ‘mo iweiB 
Kation =Eiwei6B +H,0O) Anion + H,0 nia 
Gelatine . 4... . + 9,9 + 11,6 + 17,2 + 3,8 
Desaminogelatine . + 10,9 + 10,7 + 11,3 + 8,8 


DaB die freien Aminogruppen der isoelektrischen Gelatine quanti- 
tativ ionisiert sind, laBt sich auch titrimetrisch zeigen. Das Gelatine- 
elektrodialysat hat ein p,, von 5,2. 1g Gelatine verliert beim Des- 
aminieren 0,4 Millimol Aminogruppen (Hitchkock’ und Experimenteller 
Teil IB). Das Elektrodialysat sauber desaminierter Gelatine hat infolge 
dieses Ausfalls basischer Gruppen einen p,, von 4,1. Um 1 g elektro- 
dialysierter Desaminogelatine wieder auf p,,5,2 zu bringen, sind 
0,42 Millimol NaOH erforderlich. .Die ausgefallenen Aminogruppen 
miissen also quantitativ durch eine starke, d.h. vollstindig ionisierte 
Lauge ersetzt werden, wenn der p,, wieder derselbe (5,2) wie vor der 
Desaminierung werden soll. Folglich miissen die Aminogruppen ebenfalls 
vollstandig ionisiert gewesen sein (bei p,, 5,2). 


1 Hitchkock, Journ. of Gen. Physiol. 6, 95, 1923/24. 

2 Dieser Schlu8 sei durch ein einfaches Beispiel erlautert: Wird das 
Ammoniak aus einer neutralen Ammoniumacetatlésung (pq, 7) entfernt, 
so muB es quantitativ durch NaOH ersetzt werden, wenn wieder eine 
neutrale Acetatlésung entstehen soll. Denn in einer neutralen Na-Acetat- 
lésung besteht praktisch ebenso Aquivalenz zwischen NaOH und Essigsaure, 
wie in einer neutralen N H,-Acetatlésung zwischen NH, und Essigséure, 
da in neutraler Lésung das gesamte N H, als N H, ionisiert der Neutralisation 
der Essigséure dient. Wird das NH, dagegen aus einer Ammoniumacetat- 
lésung von pap 9,3 entfernt, so muB es nur zur Halfte durch NaOH ersetzt 
werden, um wieder eine Acetatlésung von pag, 9,3 zu erhalten. Denn eine 
NH,-Acetatlésung dieses pq, enthalt doppelt soviel NH, wie Essigsiéure, 
da das NH, bei pq, 9,3 nur zurHalfte ionisiert und damit fiir Neutralisation 
der Essigsiure zur Verfiigung ist. Eine Na-Acetat-NaOH-Lésung von 
Pah 9,3 enthalt dagegen fast genau aquivalente Mengen von NaOH und 
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Der p,,-Bereich, in dem die Ionisierung der freien Aminogruppen 
stattfindet, 1a8t sich recht genau angeben. Die OH’-Bindung durch 
Gelatine bei p,, ~ 9 ist vor und nach Desaminierung dieselbe (Ta- 
belle X). Ein Ausfall an Pufferungsvermégen infolge der Desaminierung 
tritt also erst bei einem p,, > 9 ein. Alle freien Aminogruppen werden 
zwischen p,, 9 und 12,75 entionisiert und ionisiert. Wenn das so ist, 
sollte der Pufferungsausfall, der durch Entfernung von 0,4 Millimol 
Aminogruppen bedingt ist, ganz zwischen p,,9 und 12,75 liegen. 
Tatsichlich bindet Desaminogelatine in diesem p,,-Bereich etwa 
0,4 (0,38 s. Tabelle X, Spalte 2) Millimol OH’ weniger als Gelatine. 




















Tabelle X. 
Vergleich des Basenbindungsvermégens von Gelatine vor und nach 
Desaminierung. 
PSN foie Ses aa AS a at 2. « 
Eiweifi 1 OH’! ... . | Millimol OH’ 
we bei P, , Millimol OH bei P, Millimol OH 
x g 
Gelatineelektrodialysat von 
eb OR. 666 ok ws 8,90 0,31 12,75 0,68 
pemianniiatinndihine- 
dialysat von pan 5,1. .  etwa 9,3 0,31 12,75 0,30 
(bzw. Thymol- 
phthaleinblauung) 
Differenz : 0,00 0,38 


In diesem’ p,),-Bereich beruht die OH’-Bindung durch Gelatine 
ausschlieBlich auf ihren freien Aminogruppen. Denn nach Desaminierung 
bleiben keine Gruppen tibrig, die zwischen p,,, 9 und 12,75 OH’ binden; 
Desaminogelatine ist bereits bei p,, 9 mit OH’ abgesiattigt (Tabelle X). 
Es puffern also nicht allein alle freien Aminogruppen bei einem p,;, > 9, 
sondern es sind dariiber hinaus alle Gruppen, die bei einem p,, > 9 
puffern, ausschlieBlich Aminogruppen. 

Wenn die freien Aminogruppen zwischen p,, 9 und 12 entionisiert 
und also auch ionisiert werden, so bedeutet das in der gewéhnlichen 

. ,. {RNH, . OH’ 
Schreibweise | RNH,OH 
bis 10-*. Die GréBenordnung dieser Konstanten ist somit dieselbe 
wie bei aliphatischen Aminen. Das erscheint glaubhaft, weil bei EiweiB- 
kérpern mit ihrem hohen Aquivalentgewicht die basenabschwichenden 


ex K| Dissoziationskonstanten von 10~% 


Essigséure, da eine neutrale Na-Acetatlésung bereits durch Spuren von 
NaOH auf p,, 9,3 gebracht wird. Damit der pg, einerLésung unveraéndert 
bleibt, miissen also basische Gruppen, die aus der Lésung entfernt werden, 
gerade in dem Betrag durch starke Lauge ersetzt werden, in dem sie bei 
dem betreffenden pg, ionisiert waren. 
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sauren Gruppen von den Aminogruppen sehr weit entfernt sein diirften. 
Die Basenstarke der freien Aminogruppen ist also sehr groB, offenbar 
gréBer als die der anderen basischen Gruppen der Proteine. Denn wenn 
alle Gruppen der Gelatine, die zwischen p,, 9 und 12 mit OH’ und H 
reagieren, freie Aminogruppen sind, so mu Ionisierung und Ent- 
ionisierung der iibrigen basischen Gruppen bei einem p,, saurer als 9 
stattfinden. 

Die OH’-Bindung durch Gelatine ist zwischen p,, 8 und 9 minimal, 
sie steigt zwischen p,, 9 und 11 plétzlich wieder steil an (s. Abb. 1). 
Dieser Anstieg beruht bei Gelatine auf dem Eintreten der freien ioni- 
sierten Aminogruppen-in die OH’-Bindung. Die deutlich erkennbare 
Stufe in der OH’-Bindung zwischen p,,9 bis 10 und 12 findet sich 
auch bei den meisten anderen Proteinen (Serumalbumin, Eieralbumin, 
Casein, vgl. HZ. I. Cohn, |. c., Abb. 2 bis 4, Myogen, vgl. H. H. Weber’). 
Es ist anzunehmen, daB sie iiberall dieselbe Ursache hat, daB also bei 
allen diesen EiweiBkérpern die letzte Stufe der OH’-Bindung (zwischen 
Pan ® bis 10 und 12) die Entionisierung der freien Aminogruppen ist 
(vgl. dazu auch Kap. VI, S. 21). 

Die Desaminierungsversuche fiihren auf einem neuen Wege zu 
einem Wert, und zwar einem Mindestwert fiir den Aufladungsgrad 
isoelektrischer Gelatine als Zwitterion. 60°, aller .,basenbindenden 
Valenzen‘‘ sind bei Gelatine freie Aminogruppen, die quantitativ 
nach dem Zwitterionenschema reagieren. Also betrigt der Aufladungs- 
grad der Zwitterionen isoelektrischer Gelatine mindestens 60°. Dies 
ist ein Mindestwert, weil die Desaminierungsversuche offen lassen, 
wie weit das restliche Basenbindungsvermégen von 0,27 Millimol 
ebenfalls durch basische Gruppen (Guanidin-, Imidazolgruppen) be- 
dingt ist, die dem Zwitterionenschema folgen. 

Der Vergleich von Gelatine und desaminierter Gelatine gestattet 
schlieBlich, die molare Volumenanderung bei der OH’-Bindung durch 
Aminogruppen auch am Eiwei8 selbst festzustellen. Bei der Absattigung 
des Gelatineelektrodialysats von p,, 5,2 mit Lauge werden die OH’ 
zum Teil von den freien Aminogruppen, zum Teil von den iibrigen 
Gruppen (kurz: Restgruppen) gebunden. Die dabei auftretende Gesamt- 
volumenanderung setzt sich aus den Volumenanderungen zusammen, 
die diese beiden Gruppenreaktionen einzeln begleiten. Die Gesamt- 
volumeninderung bei der Bindung eines Mols OH’ durch Gelatine 
von p,, 5,2 ist bekannt (= 17 ccm, Tabelle IX), ebenso die molare 
Volumeninderung bei OH’-Bindung durch die Restgruppen (11,3 cem, 
Tabelle IX); denn diese ist gleich der Volumeninderung, die die Ab- 
sittigung der desaminierten Gelatine von p,,, 5,2 mit einem Mol OH’ 


1 Diese Zeitschr. 189, 407, 1927, und zwar Abb. 3. 
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begleitet. Die molare Volumenanderung bei der OH’-Bindung durch 
die Aminogruppen 2 ist gesucht. Da 1g Gelatine von p,, 5,2 0,67 Milli- 
mol OH’ bindet, wovon 0,40 MiJlimol auf die Amino-, 0,27 Millimol 
auf die Restgruppen entfallen, lautet die Gleichung der Volumen- 
anderungen 


Gesamt-.!v = 4v durch Aminogruppen + .Jv durch Restgruppen, 
0,67 .17,.2 = 040.2 + 0,27 . 11,3, 


x = + 21,2 ccm. 


Dieser Wert fiir die Volumenanderung bei Bindung eines Mols 
OH’ durch Aminogruppen steht in ausgezeichneter Ubereinstimmung 
mit dem allgemeinen Wert der molaren Volumenveranderung bei O H’- 
Bindung durch basische Gruppen von 2] ccm, der auf Grund der Modell- 
versuche angenommen wurde. 


VI. Die Verteilung der sauren und basischen Gruppen auf die H- und 

0 H’-Bindungskurve und ihre Dissoziation in verschiedenen Liésungsmitteln. 

Der p,,-Bereich, in dem Pufferung stattfindet, wird fiir saure 
und basische Gruppen verschieden beeinfluBt, wenn sich die Dielek- 
trizitatskonstante des Lésungsmittels andert. Es ist theoretisch zu 
erwarten und experimentell bestatigt’, daB der p,,-Bereich, in dem 
saure Gruppen H binden und abgeben, durch Erniedrigung der Dielek- 
trizitatskonstante des Lésungsmittels nach der alkalischen Seite ver- 
schoben wird; der p,,-Bereicon, in dem basische Gruppen dasselbe tun, 
bleibt bei Erniedrigung der Dielektrizitaétskonstante unverandert oder 
wird nach der sauren Seite verschoben. Wird statt H,O eine Alkohol- 
oder Aceton-Wassermischung von einem Gehalt an organischen Léisungs- 
mitteln von etwa 80% verwendet, so betragt die Verschiebung des 
Pufferungsbereiches nach der alkalischen Seite fiir Carboxylgruppen 
(Michaelis und Mizutani?) und fiir Phenolgruppen (s. Tabelle XI) 1,2 
bis 2,5 p,,-Einheiten, je nach der Art des Saiure- oder Ampholytmolekiils, 
das diese Gruppen trigt. 

Tabelle XI. 


Pan einer Phenollésung vom Dissoziationsgrad a = 0,5 in H,O und in 
86°%igem Alkohol. 





m/10 Phenol, m/20 NaOH Pah 
et: Ee ee nee 9,88 
In 86%igem Alkohol. . 12,20 
Differenz: 2,32 = pa n-Verschiebg. 


1 Michaelis und Mizutani, sowie Mizutani, Zeitschr. f. physik. Chem. 
116, 135 u. 350, 1925; Linderstrem-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1738, 
32, 1928, daselbst weitere Literatur. 
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Wird das experimentelle Saurebindungsvermégen der Protein- 
elektrodialysate nebeneinander in H,O elektrometrisch bestimmt, in 
80 %igem Aceton und in 80°%,igem Alkohol! nach Linderstrem-Lang 
titriert (vgl. dazu Experimenteller Teil, II B 2), so ergibt sich genau 
der gleiche Wert maximaler H’-Bindung?. Dieser Wert wird aber in 
H,0O erst bei p,, 2,1 erreicht, in Alkohol bereits bei p,, 3,1 und in 
Aceton sogar schon bei p,, etwa 3,5 (vgl. dazu Experimenteller Teil, 
B2). Also ist der p,,-Boreich der Pufferung fiir alle Gruppen, die 
zwischen p,,, 3,5 und 1,5 in Wasser H binden, in 80 °%igem Aceton um 
etwa 2 p,,-Einheiten nach der alkalischen Ssite verschoben. Diese 
Gruppen sind also saure Gruppen, und zwar Carboxylgruppen (s. 8. 12). 

Auch die Werte fiir maximale OH’-Bindung durch Proteine, die 
sich bei elektrometrischer Bestimmung in H,O und durch Titration 
nach Willstatter in 80 °,igem Alkohol ergeben, sind gleich? (Tabelle XTI). 
Die maximale OH’-Bindung wird in H,O und 80°%,igem Alkohol bei 
demselben p,,, erreicht, naimlich zwischen p,, 12 und 13*. Der p,,- 


1 Die Titrationsergebnisse in Alkohol sind beigefiigt, weil sie — im 
Gegensatz zu den Ergebnissen in Aceton — elektrometrisch priifbar und 
gepriift sind, und weil iiber den Einflu8 des Alkohols auf die Dissoziation 
schwacher Elektrolyte unfangreichere experimentelle Erfahrungen vorliegen. 

2 Durch diese Ubereinstimaung wird die Berechtigung, das Will- 
staitersche und Linderstrem-Langsche Titrationsverfahren auch bei Eiwei8- 
kérpern zur Ermittlung der Saure- und Basenéquivalenz zu verwenden, 
zum ersten Male in breiterer Weise experimentell erwiesen. Das Willstdtter- 
sche Verfahren ist zwar zu diesem Zwecke schon oft angewendet worden, 
aber im wesentlichen auf Grund von Analogieschliissen, die auf den Er- 
fahrungen mit niedriger molekularen Ampholyten, Aminoséuren und 
Peptiden, beruhen (vgl. z.B. Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. I, Teil 7, 
8. 289 sowie R. Willstdtter und EL. Waldschmidt-Leitz, Ber. d. deutsch. chem. 
Ges. 54, 2988, 1921). Die angegebenen Titrationsverfahren haben gegeniiber 
der Elektrotitration dann den Vorzug, da8 alle aktivitaétstheoretisch und 
durch den nichtlésenden Raum (vgl. H.H. Weber, diese Zeitschr. 189, 
407, 1927, und zwar 8S. 410) bedingten Schwierigkeiten in der Berechnung 
des maximalen Saéure- und Basenbindungsvermégens der Proteine fort- 
fallen. Infolgedessen treten auch die hier angegebenen Werte (‘Tabelle XII) 
mit dem Anspruch gro8er Sicherheit auf. Sie stimnen auS8er bei Serum- 
albumin mit den besten Werten der Literatur gut tiberein (vgl. die Mittel- 
werte bei H.I.Cohn, Physiol. Rev. 5, 349, 1925; beziiglich der Dasamino- 
gelatine: Hitchkock, Journ. of Gen. Physiol. 6, 95, 1923/24; beziiglich 
Myogen: H.H. Weber, l.c. Die neueren Werte Wo. Paulis sind meist 
etwas héher, vgl. diese Zeitschr. 218, 95, 1929, und zwar S. 107). 

* Der Alkohol wird also entgegen der urspriinglichen Willstdtterschen 
Annahme nicht hinzugefiigt, um den pz, maximaler Basenbildung gegen- 
iiber reinem H,O als Lésungsmittel zu beeinflussen, sondern um den Um- 
schlag der schwachen Séure Thymolphthalein von py, etwa 9 auf pa, etwa 12 
zu verschieben. Ferner wird der Umschlag hierdurch scharfer, weil im 
Alkohol einer [H] von etwa 10°! eine viel kleinere [OH] entspricht als 
in Wasser ; sie betrégt in 80 %igem Alkohol nur etwa */,, der [OH] in reinem 
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Tabelle XII. 
Vergleich des pq, maximaler H’- und OH’-Bindung durch EiweiSkérper in 
H,O und organischen Lésungsmittein'. 





Millimol Millimol 


H*-Bindung i OH’-Bi ri 
indung in g Eiweid H’-Bindung in gz Eiweib 





in 80 °/oigem in 80°/cig gure x ae as 
obg 3 ‘eigem in H,0 in 80°/,igem 


Eiweifi in H,0 
elekteiesh ak Laer =... % | eboktrtoch Alkohol 
bei Pah 1 strem-Lang strem-Lang ||0ei Pah 12,2 nach © aeaier 
bis 2 bei Pah 3,5 bei Pah 3,1 || bis 12,7 bei Pa h 12,75 
Eieralbumin . . 0,86 0,87 0,86 1,05 1,06 
Serumalbumin . 1,26 1,27 — 1,30 1,28 
Serumglobulin . 0,89 0,93 0,92 1,22 1,02 
Myogen.... 1,34 1,35 -—- 1,28 1,15 
Gelatine. . . . 0,84 0,83 0,81 0,68 0,67 


Bereich der Pufferung wird also fiir die Gruppen, die in H,O bei einem 
Pan alkalischer als 10,5 bis 11 OH’ binden, in 80°,igem Alkohol 
vielleicht gar nicht, sicher nicht um 2 p,,-Einheiten wie bei sauren 
Gruppen nach der alkalischen Seite verschoben. 

Denn anderenfalls waren diese Gruppen in Alkohol bei p,, 12,3 
bis 12,8 noch nicht mit OH’ gesattigt, und die Willstdtter-Titration 
miiBte eine geringere OH’-Bindung ergeben, als die Elektrotitration 
in wasseriger Lésung?. 

Diese Gruppen sind also basische Gruppen. Dies steht in Uberein- 
stimmung mit dem im Abschnitt V gezogenen SchluB, daB nicht nur 
bei der Gelatine, sondern auch bei den anderen Proteinen die Gruppen 
der letzten OH’-Bindungsstufe (zwischen p,,,9 bis 10 und 12) freie 
Aminogruppen sind. 

Der Vergleich der Elektrotitration und der Wilistdtter-Titration laBt 
es offen, wieweit die Gruppen basische Gruppen sind, die auf der alkalischen 
Seite des I. P. bei einem pg, saurer als 10,5 OH’ binden. Denn auch dann, 


Wasser. Dies hat bereits L. Michaelis (L. Michaelis und Mizutani, sowie 
Mizutani, Zeitschr. f. physik. Chem. 116, 135 u. 350, 1925) festgestellt. 
Es wird hier noch einmal ausdriicklich vermerkt, weil diese Ansicht offenbar 
nicht ganz durchgedrungen ist (vgl. z. B. S. Edlbacher, Die Strukturchemie 
der Eiwei8kérper und Aminoséuren, Leipzig-Wien 1927, und zwar S. 82). 

1 Nahere Angaben finden sich im experimentellen Teil, Tabelle XIII. 

2? Beim Myogen und beim Globulin bleibt die nach Willstdtter ge- 
messene H’-Abgabe (OH’-Bindung) tatsaéchlich um einige Prozent hinter 
der elektrotitrimetrisch gemessenen maximalen OH’-Bindung zuriick. 
Es erscheint also méglich, daB bei diesen beiden Eiweiikérpern ein aller- 
dings nur kleiner Bruchteil der Valenzen, die bei einen pa, alkalischer 
als 11H abgeben (OH’ binden), aus sauren Gruppen besteht. Doch ist 
gerade bei diesen beiden EiweiSstoffen eine methodische Ursache fiir den 
Unterschied in den Ergebnissen der Willstdtter- und der Elektrotitration 
nicht unwahrscheinlich (vgl. Experimenteller Teil, II B 1). 
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wenn sie saure Gruppen waren, und der p,q;,-Bereich, in dem sie OH binden, 
infolgedessen in 80% igem Alkohol um zwei p,),-Einheiten nach der alkali- 
schen Seite verschoben wiirde, waren sie bei pg, 12 bis 13 mit OH’ 
gesattigt und also nach Wéilistdtter titrierbar. 

Die Gruppen, die aber iiberhaupt durch Vergleich von Willstdtter-, 
Linderstrem-Lang- und Elektrotitration charakterisierbar sind, sind 
auf der sauren Seite des I. P. saure, auf seiner basischen Seite basische 
Gruppen, d.h. Gruppen, die nach dem Zwitterionenschema (s. 8S. 4) 
reagieren. Ihre Zahl betrigt auf der sauren Seite des I. P. immerhin 
tiber die Halfte der ,,siéurebindenden‘‘ Gruppen. Denn die Halfte 
bis Dreiviertel aller ,,séurebindenden“‘ Gruppen bindet H bei einem 
Pa, Saurer als 3,5 und ist somit durch die Linderstrom-Lang-Titration 
als ,,sauer“‘ gekennzeichnet (s. oben). 

Isoelektrische Proteine sind auch hiernach Zwitterionen mit 
einem Aufladungsgrad von mindestens 50 bis 75 °/, des héchstméglichen 
Betrages. 


VII. Konstitution, Ionenreaktionen und Hydratation der EiweiSkérper. 


Da die Art, in der sich die verschiedenen freien Gruppen des 
Proteinmolekiils auf die H’- und O H’-Bindungskurve verteilen, offenbar 
bei allen untersuchten EiweiBkérpern sehr ahnlich ist, wird sie zusammen- 
fassend am Beispiel der Gelatine dargestellt (Abb.1). DaB sich die 
einzelnen Abschnitte der Elektrotitrationskurve auf die Dissoziation 
genau bestimmbarer chemischer Gruppen zuriickfiihren lassen, ist 
ein neuei, eindringlicker Beweis fiir die Abhangigkeit der Eiweif- 
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Abb. 1. 


Die Verteilung der elektrochemischen Gruppen auf die H’- und OH’-Bindungskurve 
der Gelatine. 
(Die Kurve selbst stammt aus E. J. Cohn, |. ¢.). Es werden bezeichnet als freie NH2-Gruppen 
die nach van Slyke desaminierbaren Gruppen, als basische Restgruppen die tibrigen basischen 
Gruppen des Eiweif (Guanidin- und Imidazolgruppen der Hexonbasen). Phenolgruppen kommen 
bei Gelatine nicht vor, doch wiren sie bei anderen Eiweifkirpern in diesem Kurvenabschnitt 
miglich. 
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ionisation von der EiweiSkonstitution (vgl. dazu auch E£. I. Cohn, 
l.c.). Diese Abhangigkeit beweist zwingend, daB die H- und OH’- 
Bindung durch Proteine eine echte chemische Ionenreaktion ist!. 

Die Verteilung der elektrochemischen Gruppen auf die H- und 
OH’ - Bindungskurve  gestattet gewisse Einzelaussagen itiber das 
chemische Verhalten der Proteine: Wenn die Carboxylgruppen am 
aéuBersten sauren Ende, die freien Aminogruppen am auBersten alka- 
lischen Ende der H- und OH’-Bindungskurve dissoziieren, so miissen 
die EiweiBmolekiile in dem ganzen dazwischen liegenden Gebiet sowohl] 
positive wie negative Ladungen nebeneinander tragen. Infolgedessen 
kénnen EiweiBanionen trotz ihrer iiberwiegend negativen Ladung 
verhaltnismaBig leicht mit ihren positiv aufgeladenen Gruppen Saure- 
restanionen binden und EiweiSkationen an ihre negativen Gruppen 
Metallkationen anlagern. Lonenbindungen dieser Art sind’ von Pauli 
und anderen gefunden worden®. Es wird so auch ohne die Annahme 
unbestimmter Adsorptionskrafte verstandlich, daB des éfteren spezi- 
fische Anionenwirkungen auf der alkalischen Seite des I. P., spezifische 
Kationenwirkungen auch auf seiner sauren Seite beobachtet werden. 
Da allerdings die Zahl der positiven Ladungen auf der alkalischen 
Seite des I. P. und die der negativen Ladungen auf seiner sauren Seite 
allmahlich auf Null sinkt, sollten diese ,,paradoxen‘’ spezifischen 
Ionenwirkungen mit wachsender Entfernung vom I. P. sehr stark 
zuriicktreten. Die Erfahrung lehrt, daB das tatsachlich so ist. 

Das Massenwirkungsgesetz verlangt, daB die [H] des I. P; sich 
andert, falls in der isoelektrigchen Zone Saure- und Basenrestionen 


1 Diese Auffassung ist allerdings auch ohnedies vielfach gestiitzt und 
ausgezeichnet bewéhrt (Wo. Pauli, S. P. L. Sérensen, J. Loeb, E. I. Cohn); 
es werden aber immer wieder Zweifel an ihrer Richtigkeit laut (Wo. Oswald, 
Kolloidzeitschr. 49, 188, 1929; A. Kiintzel, diese Zeitschr. 209, 326, 1929). 

* Z. B. Wo. Pauli und M. Schén, diese Zeitschr. 158, 253, 1924; Wo. 
Pauli und Th. Stenzinger, ebendaselbst 215, 71, 1929; Takeo Ito und Wo. 
Pauli, ebendaselbst 218, 95, 1929; H.J. Northrop und M. Kunitz, Journ. 
of Gen. Physiol. 7, 25, 1924; dasselbe ergibt sich auch aus Jaques Loeb, 
l.c., Abb. 99 bis 112. Wahrend Jaques Loeb seine Befunde ganz anders 
deutet, ist Wo. Pauli durch diese Eigenart der Salzbindung dazu ver- 
anlaBbt worden, Zwitterionenstruktur der Proteine als wahrscheinlich an- 
zunehmen. Die Annahme als solche ist richtig; die Begriindung besitzt 
aber nur Wahrscheinlichkeitswert (vgl. auch Pauli und Stenzinger selbst, 
l.c.). Denn auch Gruppen, die in H,O praktisch undissoziiert sind, kénnen 
Salzionen in echter chemischer Reaktion binden: die Salzionen reagieren 
mit dem — minimalen — dissoziierten Bruchteil der fraglichen Gruppen, 
welcher immer vorhanden sein mu, und der Rest dissozijert infolge der 
Gleichgewichtsstérung nach und bindet dann ebenfalls Salzionen (zur 
quantitativen Formulierung vgl. Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration, 
1. Teil, Berlin, J. Springer, 1922, S. 118ff.; H.H. Weber, diese Zeitschr. 
189, 381, 1927, und zwar S. 400ff.). 
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ungleichmaBig gebunden werden!. Diese Anderung wird ferner ceteris 
paribus um so gréBer, je gréBer das Produkt der Saéure- und Basen- 
dissoziationskonstanten (kq .k,) des Ampholyten ist!. Dies Produkt 
ist jetzt fiir EiweiSkérper als sehr groB erwiesen; infolgedessen geniigt 
ein verhaltnismaBig geringer und darum wabhrscheinlicher Unterschied 
im Dissoziationsgrad des Alkali- und Séuresalzes des Proteins, um 
die beobachteten Verschiebungen des I. P. zu erklaren. 

Die verfeinerte Kenntnis der elektrischen Ladungsverhiltnisse von 
EiweiSkérpern macht nicht nur ihr chemisches Verhalten sehr durch- 
sichtig. Eiwei8kérper, deren Zwitterionen einen Aufladungsgrad von mehr 
als 50°, besitzen, haben im isoelektrischen Zustand mehr Punkte mit 
freier elektrischer Ladung als im Zustand maximaler Aufladung als Kation 
oder Anion. Denn bei den Kationen und Anionen sind entweder nur die 
positiven oder nur die negativen Gruppen geladen, bei den Zwitter- 
ionen mehr als die Hialfte beider Arten von Gruppen. DaB die Zahl 
der aufgeladenen Gruppen mit steigender Jonisierung des isoelektrischen 
EiweiBes abnimmt, macht die Pawische Hypothese, die Hydratation 
nehme unter denselben Bedingungen zu, ohne Einfiihrung weiterer 
Hilfshypothesen? elektrostatisch unwahrscheinlich. Dagegen stehen 
die elektrischen Tatsachen mit den Beobachtungen iiber die weit- 
gehende Unabhangigkeit der EiweiBhydratation vom p,, (Kap. 1) in 
guter Ubereinstimmung: Die Zah] der elektrischen Ladungen auf 1 g 
EiweiB ist etwa eine Zehnerpotenz kleiner als auf 1 g kristalloider Ionen. 
Diese an sich kleine Ladungszahl andert sich infolge der Zwitterionen- 
struktur isoelektrischer Proteine mit dem p,,, verhaltnismaBig wenig. 
Die Anderungen im absoluten Betrag der elektrischen Ladungen von 
EiweiSsystemen sind also sehr klein. Es ist auch nicht anzunehmen, dab 
die einzelne Ladung auf EiweiSkérpern besonders hohe Hydratations- 
effekte hervorruft, da diese Ladungen, auf dem Eiweif durch weite 
Abstande isoliert, auf Atomgruppen und Atomionen verhaltnismaBig 
groBen Volumens sitzen. Wo. Paw versucht die entgegengesetzte 
Ansicht aus der Vielwertigkeit des einzelnen Kolloidions zu begriinden, 
ohne allerdings den riesigen Abstand zwischen den elektrisch geladenen 


1 H.H. Weber, diese Zeitschr. 189, 381, 1927, und zwar S. 400ff. 

* So deutet Wo. Pauli bei der Erérterung der Bjerrumschen Zwitter- 
ionentheorie an, die entgegengesetzten Ladungen der Zwitterionen kénnten 
sich mit ihren Hydratationseffekten gegenseitig stéren (Pauli-Valkd, |. c., 
S. 391f.). Diese Annahme scheint bei dem auBerordentlich groBen Ab- 
stand der elektrisch geladenen Gruppen der Eiweifmolekiile etwas ge- 
zwungen, wenn man beriicksichtigt, daB die winzige Verschiedenheit im 
Schwerpunkt der positiven und negativen Ladung des Wassermolekiils 
geniigt, um Wasser zu einer assoziierenden Fliissigkeit zu machen (Debye), 
d.h. um zu bewirken, da8 sich ein Wassermolekiil gewissermafen mit 
anderen Wassermolekiilen elektrostatisch hydratisiert. 
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Punkten des EiweiBions (35 A zwischen zwei Punkten mit gleich- 
namiger Ladung') zu beriicksichtigen. Aber die Ionen der meisten 
anorganischen Kolloide gelten als wenig hydratisiert, obwohl ihr 
Volumen und ihre elektrische Aufladung vielfach von ungefaihr der 
selben GréBe? sind wie bei EiweiBanionen und kationen. Die 
Ladungsverhaltnisse der EiweiBkérper geben also ebensowenig AnlaB, 
wesentliche Anderungen der Hydratation und besonders der Hydra- 
tationsenergie in Abhangigkeit vom p,, anzunehmen wie — mit ein- 
ziger Ausnabme der Viskositat — die experimentellen Befunde. Die 
Sonderstellung der Viskositét wird damit zunachst zu einem Problem 
der speziellen Kolloidchemie, das fiir biologische Folgerungen von 
geringerer Bedeutung ist. 

Die starkste Verminderung in der Zahl der elektrisch geladenen 
Gruppen von Proteinen ist nicht am I. P. zu erwarten. Sie tritt viel- 
mehr dann ein, wenn EiweiSkationen, deren negative Gruppen sowicso 
entladen sind, mit geeigneten Saurerestanionen Salze sehr niedrigen 
Aktivitatsgrades bilden und dadurech auch in den Ladungen ihrer 
positiven Gruppen weitgehend inaktiviert werden. Dasselbe gilt bei 
der Bildung von Salzen niedrigen Aktivitatsgrades zwischen EiweiB- 
anionen und geeigneten Basenrestkationen. Bei so vollstandiger Ent- 
ladung ist eine einigermaBen deutliche Hydratationsverminderung zu 
erwarten, die wenigstens als Herabsetzung der Léslichkeit fiihlbar 
werden kénnte. Tatsichlich flocken die EiweiSsalze niedrigen Akti- 
vitatsgrades auch bei solchen Proteinen aus, die im isoelektrischen 
Zustand klar léslich sind (Saéuresalze des Myogens, Albuminsalze in 
Saure- oder BaseniiberschuB, Schwermetallfillungen der lyophilen 
EiweiBkérper®). 

Viele Eiwei®kérper zeigen in der isoelektrischen Zone ein Maximum 
der Strukturbildung (ein Optimum der Flockung und der Gelatinierung). 
Die elektrischen Ladungsverhiltnisse wurden zur Erklarung bisher 
ausschlieBlich in der Form herangezogen, daB man annahm, am I. P. 
wiirde die durch gleichsinnige — positive oder negative — Aufladung 
bewirkte gegenseitige AbstoBung der EiweiBteilchen sehr gering bzw. 
Null. Man hat also den elektrostatischen EinfluB auf die Lésungs- 
stabilitat nur durch das Absinken der positiven bzw. negativen Uber- 
schuBladung unter einen bestimmten ,kritischen‘‘ Wert (unter das 
, kritische Potential‘) erklart. Da EiweiSkérper aus hochaufgeladenen 
Zwitterionen bestehen, kommt noch ein zweiter elektrischer Grund 


4 


“1 K. H. Meyer, diese Zeitschr. 214, 253, 1929, und zwar S. 278. 

2 Vgl. z. B. Pauli-Valko, 1.c. Kap. 28. 

* P. Rona und H.H. Weber, diese Zeitschr. 208, 429, 1928; Pavli- 
Valké, 1.c.; die mehr oder minder vollstaéndige, Irreversibilitaét solcher 
Fallungen bedarf allerdings weiterer Erklarung. 
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fiir das isoelektrische Strukturbildungsoptimum in Frage. Mit der 
Annaherung an den isoelektrischen Punkt vermindern sich nicht allein 
die elektrostatischen AbstoBungskrafte zwischen den EiweiSteilchen, 
sondern es sollten auch Anziehungskrafte zwischen den positiven Gruppen 
eines EiweiBteilchens und den negativen Gruppen des anderen auftreten. 
Diese Anziehungskrafte diirften bei der Dispersitiatsinderung der 
lésungsinstabilen EiweiBkérper beteiligt sein: Werden sie namlich 
vermindert, indem die elektropositiven Gruppen durch Anionen, 
die elektronegativen Gruppen durch Kationen von Neutralsalzen 
mehr oder minder abgesattigt werden, so sinkt die Neigung der EiweiB- 
kérper, am I. P. Strukturen zu bilden (z. B. zu flocken, Gelatine, 
Globuline!). Neutralsalze wirken flockungsverhindernd auch dann, 
wenn sie keine Erhéhung in der Zahl der UberschuBladunger’ (in der 
GréBe des kataphoretischen Potentials) bewirken!. 

So scheint die Zwitterionennatur der EiweiSkérper geeignet, 
eine Reihe von Erscheinungen zu klaren, die bisher einer rein chemischen 
Auffassung des kolloidalen Verhaltens der Eiwei8kérper Schwierig- 
keiten machten. 


VIII. Zusammenfassung. 


1. Die Reaktion von Carboxyl-, Phenolgruppen und _basischen 
stickstoffhaltigen Gruppen mit H und OH’ ist mit einer Reihe von 
Erscheinungen verkniipft, die ein Urteil dariiber gestatten, welche 
dieser Gruppen im gegebenen Falle an der Pufferungsreaktion teil- 
genommen hat. 

2. Es ist bekannt, da8 Warmeténung und Anderung der Disso- 
ziationskonstante mit der Dieléktrizitatskonstante des Lésungsmittels 
diese Gruppen zu unterscheiden gestattet. Denn diese Eigenschaften 
sind fiir die reagierende Gruppe bezeichnend und hangen nicht allzu- 
sehr von der Art des Molekiils ab, das diese Gruppe tragt. 

3. Es wird gezeigt, daB das gleiche fiir die Volumenanderungen 
der Gesamtlésung (Lésungsmittel + geléster Stoff) gilt, die die Reaktion 
der einzelnen Gruppen mit H und OH’ begleiten. 

4. Hierbei la8t sich belegen, daB nicht nur aliphatische, sondern 
auch heterozyklische Aminosiuren und aliphatische Dipeptide im 
isoelektrischen Zustand quantitativ aus Zwitterionen bestehen. 

5. Der isoelektrische Ladungszustand der EiweiSkérper wird als 
..Aufladungsgrad als Zwitterion‘‘ gekennzeichnet. Er gibt an, welcher 
Bruchteil der ,,vollstandigen‘‘ — aus je einer basischen und einer 
sauren Gruppe bestehenden — Valenzenpaare eines EiweiSkérpers 


1 T. Ito und Wo. Pauli, l.c.; Wo. Pauli und Th. Sterzinger, 1. c.; 
Jaques Loeb, |.c. 8. 260ff. Weitere Literatur z. B. bei A. Kiinizel, diese 
Zeitschr. 209, 326, 1929, 
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im isoelektrischen Punkt ionisiert ist. Solche Kennzeichnung nach 
der Zahl der ionisierten Valenzen ist notwendig, weil diese auf den 
vielwertigen Zwitterionen der Proteine von EiweiSkérper zu Eiweif- 
kérper sehr verschieden sein kénnte. | 

6. Die Analyse caer Warmeténungen zeigt, daB die sauren Gruppen 
quantitativ auf der sauren Seite des I. P., die basischen auf seiner 
alkalischen Seite dissoziieren: Isoelektrische EiweiSkérper liegen dem- 
nach ausschlieBlich als vollstandig oder fast vollstandig aufgeladene 
Zwitterionen vor. 

7. Ungefahr dasselbe ergibt die Analyse der Volumeninderungen. 
Der Aufladungsgrad der Zwitterionen betragt danach im Mittel etwa 
80°, der héchstméglichen Aufladung. 

8. Der Vergleich von Gelatine im genuinen und desaminierten 
Zustand beweist, daB alle freien Aminogruppen im I. P. ionisiert sind, 
daB sie quantitativ auf der alkalischen Seite des I. P. zwischen p,, 9 
und 12 dissoziieren und daB die letzte Stufe der OH’-Bindungskurve 
der Gelatine zwischen p,, 9 und 12 ausschlieBlich auf der Dissoziations- 
zuriickdrangung der freien Aminogruppen beruht. Hieraus folgt, 
daB die Dissoziation der tibrigen basischen Gruppen (Imidazol- und 
Guanidingruppen) zwischen p,,9 und dem I. P. stattfinden mub. 
Die Form der OH’-Bindungskurven der iibrigen EiweiBkérper laBt 
ungefahr dieselbe Verteilung ihrer basischen Gruppen auf die einzelnen 
Kurvenabschnitte annehmen. 

9. Die Anderung der Dissoziationskonstanten mit der Anderung 
der Dielektrizitatskonstante des. Lésungsmittels macht diese Annahme 
noch wahrscheinlicher. Sie zwingt auBerdem zu dem SchluB, dab die 
H-Bindung zwischen p,,, 1,5 und 3,5 bei allen untersuchten Eiwei8- 
kérpern ausschlieBlich auf Dissoziationszuriickdrangung von Carboxyl- 
gruppen beruht. 

10. Die Verteilung der reaktionsfahigen Gruppen der Eiweiikérper 
auf die einzelnen Abschnitte der H- und OH’-Bindungskurve und die 
damit verbundene verfeinerte Kenntnis der elektrischen Struktur 
der EiweiSoberflache zwingt zu einer streng chemischen Betrachtung 
der Reaktion der Proteine mit H-, OH’- und Salzionen. Die hoch- 
gradige Aufladung der ‘soelektrischen Zwitterionen ist der elektro- 
statischen Begriindung der Pawischen Hydratationstheorie nicht 
giinstig und bestatigt damit die experimentell gut gestiitzte Ansicht, die 
Eiweibhydratation sei unabhaingig von der EiweiBionisation (vom p, ,). 


Die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft hat die Durch- 
fiihrung dieser Untersuchungen durch eine Sachbeihilfe erméglicht, fiir 
die auch hier ergebenst gedankt sei. Den Herren Prof. Dr. Kapf- 
hammer, Freiburg, und Privatdozent Dr. Langenbeck, Miinster, bin ich 
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fiir die liebenswiirdige Uberlassung einiger Praparate sehr verpflichtet. 
Fraulein H. Réper schulde ich Dank fiir umsichtige und fleiBige Hilfe 
bei der Ausfiihrung der Versuche. 


Experimenteller Teil. 
I. Priparate und Reagenzien. 
A. Reagenzien und einfache organische Prdparate. 


Die allgemeinen Reagenzien (Séuren, Basen, Salze usw.) sind analysen- 
reine Substanzen von Kahlbaum oder Merck. Das gleiche gilt fiir die meisten 
Carbonséuren, Amine und Aminoséuren. Guanidin, Imidazol und Histidin 
stammen von Schuchardt, Gérlitz. Glykokollaithylester, Acetylglykokoll 
und £-Aminobuttersiéure sind von Herrn Privatdozent Dr. Langenbeck, 
Chemisches Institut Miinster, zur Verfiigung gestellt. Prolin und Oxy- 
prolin entstammen der Sammlung von Herrn Professor Kapfhammer, 
Freiburg. Die Dipeptide sind dieselben, deren Herstellung und Priifung 
schon friiher beschrieben ist}. 


B. EiweiBkérper. 

Serumalbumin und Serumglobulin wurden aus Pferdeserum durch 
Ammonsulfathalbsaéttigung getrennt, das Albumin durch Dialyse und 
Elektrodialyse weiter gereinigt, das Globulin zweimal umgefallt und dann 
mehrere Wochen gegen 0,9%ige Kochsalzlésung dialysiert®. Das LEier- 
albumin war ein kaéufliches Préiparat der Firma Grofmann, Hamburg, 
(Albumen ex ovo), welches durch Elektrodialyse weiter gereinigt wurde; 
es ist als frei von Elektrolyten, aber nicht als rein im Sinne Sérensens* 
anzusprechen. Das Myogen isi in der friiher ausfiihrlich beschriebenen 
Weise hergestellt*. Die Gelatinelésung ist aus Gelatina alba (Goldmarke) 
elektrodialytisch gewonnen. Dieselbe Gelatine wurde nach Hitchcock® 
desaminiert, sechsmal umgefallt und durch Dialyse und Elektrodialyse 
weiter gereinigt. Auber der Desaminierung trat hierbei keine weitere 
Spaltung der Gelatine ein. 

lg Gelatine enthalt 0,84 Millimol N nach Linderstrem-Lang; 1 g Des- 
aminogelatine enthalt 0,44 Millimol N nach Linderstrem-Lang. Stickstoff- 
verlust: 0,40 Millimol = Gehalt der Gelatine an freien Aminogruppen 
nach van Slyke, der zu 0,40 Millimol N bestimmt wurde. 

Basenbindungsvermégen von 1 g Gelatine: 0,68 Millimol OH’; Basen- 
bindungsvermégen von 1g Desaminogelatine: 0,72 Millimol OH’. 

Die EiweiBkérper (auBer Globulin) wurden nach elektrodialytischer 
Reinigung auf x = 1 bis 2. 10-5 nach Bedarf im Vakuum bei 35 bis 25° C 
so weit eingeengt, daB der EiweiSgehalt 10 bis 20% betrug. ~ stieg hierbei 
‘auf 2 bis 15 . 10-5 (vgl. Tabelle XIII, S. 34). Der pg, der Stammlésungen 


1 H.H. Weber und H. Gesenius, diese Zeitschr. 187, 410, 1927. 

® Beziiglich der Einzelheiten der Globulindarstellung vgl. H. H. Weber 
und D.Nachmannsohn, diese Zeitschr. 204, 245, 1929. Dort ist vergessen 
anzugeben, da das Globulin auch damals umgefallt wurde. 

§ S. P. L. Sérensen und Margrethe Héyrup, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
108, 15, 1918. 

* H. H. Weber, diese Zeitschr. 189, 407, 1927. 

5 Hitchcock, Journ. of Gen. Physiol. 6, 95, 1923/24. 
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betrug beim Serumalbumin 5,1, beim Serumglobulin 5,6, Eieralbumin 4,75, 
Gelatine 5,1 bis 5,3, Desaminogelatine 4,1 und Myogen 6,4 bis 6,5. Er 
entsprach also bei allen Eiwei8kérpern nahezu dem I. P. Die Konzentration 
der Stammlésungen wurde nach Kjeldahl bestimmt und zur Umrechnung 
folgender Stickstoffaktor verwandt: Bei Serumalbumin 6,25*, bei Serum- 
globulin 6,3**, Eieralbumin 6,4***, Gelatine 5,957, Desaminogelatine 
6,14¢ und Myogen 6,15 ff. 


II, Methoden. 


A, Messung der Volumendnderungen. 


Die Messungen fanden nach bekannter Methode! in Dilatometern der 
friiher beschriebenen Empfindlichkeit statt?. 

Die organischen Elektrolyte, deren molare Volumendnderungen bei 
ihrer Reaktion mit H’ und OH’ untersucht werden sollten, wurden im all- 
gemeinen in der Konzentration m/10 verwendet. Wenn diese Substanz 
eine starkere Séure (manche Carbonsiéiuren) oder eine stfirkere Base 
(Amine usw.) war, so wurde sie in einer genau bekannten Mischung mit 
ihrem Salz (Na-Salz bei Carbonséuren, Chlorid bei Aminen) angewandt, 
um allzu extreme p,g,-Werte zu vermeiden. Im solchen Fallen war ‘die 
Gesamtkonzentration der Substanz (Ion des Salzes + undissoziiertes 
Molekiil) etwas héher, aber selten gré8er als n/5, nie gré8er als n/3. Die 
Konzentration der Séuren (HCl, bisweilen H NO,) und der Basen (NaOH), 
die zugemischt wurden, betrug zwischen n/15 und n/5. Bei diesen Kon- 
zentrationsverhialtnissen tritt eine die Fehlergrenze der Methodik iiber- 
schreitende Volumenénderung durch die Mischung an sich — d.h. bei 
Ausschlu8 chemischer Reaktionen zwischen den beiden Lésungen — nicht 
ein. Dies ist bereits bekannt? und wurde fiir die hier verwandten Sub- 
stanzen in etwa 120 Kontrollmischungen mit verschiedenen Salzen erneut 
festgestellt. Die Volumenanderung durch die Mischung an sich erreichte 
nur in seltenen Fallen den Betrag von 5% der Volumenanderung, die durch 
chemische Reaktion der zu untersuchenden Substanz mit Saéure und Base 
bewirkt wird. 

Das Glykokollathylesterchlorid unterliegt bei Mischung mit Lauge 
einer OH’-Hydrolyse. Sie ist geringfiigig, wenn die Reaktion nach der 
Mischung nicht alkalischer ist als pa, 7,3 bis 7,4. Diese Hydrolyse stért 
die Bestimmung, weil sie mit einer Volunenkontraktion verbunden ist, 
die sich durch langsame Abnahme des Volumens zu erkennen gibt, das 
sich nach der Mischung eingestellt hat. Diese Volumenabnahme wird 
durch Extrapolation auf den Augenblick der Mischung rechnerisch aus- 
geschaltet. 


* Oppenheimer, Handb. d. Bioche n. 1, 627. 
** E.I.Cohn, Physiol. Rev. 5, 363, 1925. 
*** S. P. L. Sérensen und M. Héyrup, Zeitschr. f. physiol. Chem. 103, 
211, 1918. 
t Eigene Trockengewichtsbestimmungen an den angewandten Pra- 
paraten. 
+t H.H. Weber, diese Zeitschr. 189, 407, 1927. 
1 H.H. Weber und D. Nachmannsohn, ebendaselbst 204, 215, 1929, 
und zwar S. 247ff. 
2 Dieselben, |. c., und zwar S. 224ff. 
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Berechnung. 1. Wird die Volumenanderung, die die H’-Bindung durch 
die zu untersuchende Substanz (kurz: ,,Substanz‘‘) in einem gegebenen 
Versuch begleitet, mit Ars bezeichnet, die gebundene H’-Menge mit Hgep., 
so ist die molare Volumenanderung dieser Substanz Avo). = Avs/Hgep. 
Enthalt die Lésung der ,,Substanz‘* keine nennenswerten Mengen von H’ 
oder OH’, d.h. reagiert sie ungefahr neutral (zwischen p,, 4 und 10), so 
ist Jvy ohne weiteres gleich der Volumenanderung, die an der geeichten 
Dilatometerkapillare abgelesen wird (= Av). Puffert die Lésung der 
, Substanz“* auBerdem so stark, daf die zugemischten H’ praktisch voll- 
stiindig gebunden werden, so ist die gebundene H'-Menge (Hgep.) gleich 
der zugefiihrten H’-Menge (= Hzuget.)- Dies ist dann der Fall, wenn auch 
die Reaktion der Mischung zwischen py; 4 und 10 liegt. In diesem Falle 
ist also Avmol. = 4v/Hzuget. Die Menge der zugefiihrten H’ (Hzuger.) 
ergibt sich als Produkt der Konzentration der zugemischten Saéure und des 
Volumens der Dilatometerabteilung, die mit dieser Séure gefiillt ist. Wird 
dagegen so viel Séure zugemischt, daf sie nicht quantitativ von der ,,Sub- 
stanz** gebunden wird, so muB die frei gebliebene Saéuremenge (Hfrej) 
durch eine pq,;-Bestimmung des gesamten Dilatometerinhalts nach der 
Durchmischung festgestellt werden. Hgeb. = Hzuget. — Htreis 4 mol. 
= Av/Hzuget. — Htrei. Ist die Lésung der ,,Substanz‘‘ schon vor der Saure- 
zumischung stérker sauer, so ist Hzuget. gleich der Summe der zugemischten 
Saéure und der Menge der H in der eingefiillten ,,Substanz‘*-Lésung. 


2. Ist die Lésung der ,,Substanz“ alkalisch, so wird die ganze Be- 
rechnungsweise etwas langwieriger. In diesem Falle ist Avy nicht mehr 
gleich 4v, denn die abgelesene Volumenénderung 4v beruht dann teilweise 
auf der Neutralisation der OH’, die in der ,,Substanz‘*-Lésung vorhanden 
sind, durch die zugemischten H’. Wird diese Komponente der Volumen- 
anderung mit Avpentr, bezeichnet, so ist Avg = Av — Avpentr. Die 
H’-Menge, die der Neutralisation der OH’ der ,,Substanz‘‘-Lésung dient 
(Hneutr.), verschwindet zwar bei der Mischung von ,,Substanz‘‘ und Séure, 
aber nicht durch Bindung an die ,,Substanz“‘; also ist die bei einer alkalischen 
Ausgangslésung der ,,Substanz‘“* von dieser gebundene H’-Menge Heb. 
= Hyuget. — Htrei — Hneutr.. Die Formel fiir die molare Volumenadnderung 
der ,,Substanz* lautet in diesem Falle: 


JSv—dyv 


neutr. 


-- ‘ 


zugef. Here neutr. 


A °mol. = H 
Die Kenntnis des Wertes fiir A vpeytr, hat die Kenntnis des Wertes fiir Hyeutr. 
zur Voraussetzung, der auBerdem selbst in dieser Formel vorkommt. Da 
jedes OH’, welches bei der Mischung verschwindet, ein H’ bindet, ist 
Hneutr. - OHs - OHy. Hier bedeutet OHs die OH’-Menge ([(OH] « Volumen 
der betreffenden Dilatometerabteilung), die in der ,,Substanz‘‘-Lésung 
frei war, OHy die OH’-Menge ([(OH] x Gesamtvolumen des Dilatometers), 
die nach der Mischung noch frei geblieben ist. Der Teil der Volumen- 
anderung, der auf der gegenseitigen Neutralisation der H’ und OH’ beruht, 
ist demnach Avpentr. = (OHs — OHy) < 21. Denn 21 cem Volumen- 
erweiterung treten auf, wenn sich ein Mol H’ und OH’ zu einem Mol H,O 
vereinigen. Die allgemeine Formel fiir die molare Volumendénderung bei 
H’-Bindung durch eine ,,Substanz“, die sich in alkalischer Lésung befindet, 
lautet demnach 
a Jv —21(0H, — OH,) 


Vmol. H = Heres — (OH, pe OHy) , 


zugef. 
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OHs ergibt sich aus einer pqa,-Bestimmung der ,,Substanz‘*-Lésung vor 
der Mischung, OHy und Hfrej aus dem pg, des Dilatometerhalts nach 
der Mischung. Bleibt die Lésung auch nach Zumischung der Saéure alkalisch, 
so wird Hyrej = 0. Wird sie durch Zumischung der Séure ungefahr neutral 
(zwischen pa, 4 und 10), so wird Hfrej und OHy = 0, da die Lésung dann 
nach der Mischung weder freie H’ noch OH’ in wesentlicher Menge enthalt. 
Wird sie durch die Saéurezumischung ausgesprochen sauer, so wird nur 
OHy = 0. Diese Formeln fiir die molare Volumenianderung bei H’-Bindung 
durch organische Elektiolyte gelten genau so fiir die OH’-Bindung, wenn 
man tiberall H durch OH ersetzt, und umgekehrt. 

Die Versuchsanordnung. Sie wurde fast immer so getroffen, da der 
Volumeneffekt sowohl bei H’-Bindung wie OH’-Bindung des betreffenden 
Elektrolyten gemessen wurde. Die Tatsache, dai die Summe beider 
Volumeneffekte eine molare Volumenerweiterung von 2] ccm, d.h. die 
Volumenerweiterung, die fiir die Bildung eines Mols H,O bezeichnend ist, 
ergeben muB, bildete eine Kontrolle iiber die Zuverlissigkeit der Messungen. 
Der pan-Bereich, iiber den hinweg angesiuert bzw. alkalisiert und dann 
wieder neutralisiert werden mu, ist durch die Dissoziationskonstante 
der betreffenden H’- bzw. OH’-Bindungsreaktionen bestimmt. Er reicht 
also unter Umstanden bis zu sehr extremen p,;,-Werten. In solchen Fallen 
ist es zweckinéBig, fiir rechnerische Folgerungen nur die molaren Volumen- 
anderungen zu verwenden, die sich bei der extremen Anséuerung bzw. 
Alkalisierung ergeben, und die Volumendnderungen nicht zu_beriick- 
sichtigen, die die Neutralisation dieser Lésungen von extremen pap be- 
gleiten. Im ersteren Falle beruht die beobachtete Volumendnderung ganz 
auf der Reaktion der ,,Substanz“‘ mit H' bzw. OH’ (Avs Av), im 
letzteren Falle zu einem groBen Teil auf der Vereinigung der H’ und OH’ 
miteinander (4dvs = Av Avyeutr.)s Hierdurch wird Avs dureh einen 
bestimmten prozentualen Fehler in Av viel starker entstellt. 

Die Unterschiede bei Mehrfachbestimmungen der molaren Volumen- 
anderung erreichten selten 6°. 


B. Titrimetrische Methoden. 


1. Elektrotitration. Die pq,-Bestimmung erfolgte in der friiher aus- 
fiihrlich beschriebenen und diskutierten Weise’. pa, wurde nach der 
Nernstschen Formel aus der Potentialdifferenz zu Standardacetat, fii 
welches der pa;-Wert 4,61 angenommen wurde, berechnet. Dies gilt im 
Gegensatz zu dem friiher geiibten Verfahren! auch fiir sehr alkalische 
Lésungen. Bei der Berechnung der freien [H] wurde auf Grund des Eich- 
verfahrens angenommen, daB der f, fiir HCl und sehr verdiinnte NaOH l 
ist. In sehr alkalischen Lésungen (pg, > 11,5) wurde die freie [OH] durch 
Messung gegen eine Elektrode mit einer bekannten Konzentration voll- 
standig CO,-freier Natronlauge bestimmt. Die Messungen sind nur insoweit 
unsicher, als nicht ganz einwandfrei feststeht, ob der faq und fgg bei 
Anwesenheit und Abwesenheit von Eiweif gleich sind. Die Konzentration 
der EiweiBlésungen war immer so hoch, daS selbst in Lésungen von seh: 
extremen pq, mindestens die Halfte der zugesetzten H’ bzw. OH’ ge- 
bunden wurde. Bei der Berechnung der gebundenen H'-Menge aus der [H] 


1 H.H. Weber, diese Zeitschr. 189, 407, 1927, und zwar S. 412ff. 
und 440ff. 
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wurde auf eine Korrektur fiir den ,,nichtlésenden Raum“ verzichtet. Eine 
Erschwerung der Bestimmung trat bei manchen EiweiSkérpern (Serum- 
albumin, Serumglobulin) in sehr alkalischen Lésungen dadurch auf, daB 
das Potential abfiel’. Es fand also méglicherweise eine zeitliche Zunahme 
der OH’-Bindung statt. Da es aber auf Messung der augenblicklich durch 
préformierte Gruppen stattfindenden OH’-Bindung ankam, z.B. beim 
Vergleich mit der in wenigen Sekunden beendeten Wéllstdtter-Titration, 
wurde dieser zeitliche Abfall des Potentials bei diesen beiden Eiwei8kérpern 
durch Extrapolation auf den Moment der Mischung ausgeschaltet (siehe 
z. B. Abb 2). ‘Hierdurch ist die elektrische Bestimmung des maximalen 
OH’-Bindungsvermégens bei diesen Proteinen und vielleicht auch beim 
Myogen unsicher. 
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Abb. 2. 


Extrapolation der Potentialkurve von alkalischer Albuminlésung auf das Potential 
im Zeitpunkt der Mischung von Albumin und NaOH. 


@—e—e Elektrode 1; x—x—& Elektrode 2; ——--> Extrapolationsgrade. 


2. Die Titration mit Indikatoren. Sie erfordert nach Willstdtter wie nach 
Linderstr m-Lang einen exakten Farbenvergleich am Titrationsendpunkt. 
Dieser fand bei beiden Titrationen nach dem Prinzip von Walpole statt. 
Deshalb wurde die Titration als Mikrotitration in grofien Reagenzglisern 
vorgenommen. Vor das Vergleichsréhrchen mit der richtigen Indikator- 
farbe wurde ein indikatorfreies Réhrchen mit der Lésung des betreffenden 
EiweiBes vorgeschaltet, die sonst genau so verdiinnt war und anniéhernd 
die gleiche Menge Séure bzw. Lauge enthielt wie die EiweiBlésung, die 
titriert wurde. Die Triibungen, die bei diesen Titrationen infolge des 
organischen Lésungsmittels (80 %iger Alkohol bzw. 80 %iges Aceton) leicht 
auftreten, lassen sich dann meist véllig vermeiden, wenn das organische 
Lésungsmittel erst nach Zusatz fast der gesamten Titrationsséure bzw. 
-lauge zugenischt wird. Wenn dies nicht der Fall ist (Serumglobulin, 
Gelatine und Desaminogelatine bei der Titration nach Linderstrem-Lang), 
kommt man doch zu scharfen Resultaten, da die Triibung bei geschickter 
Zufiihrung des organischen Lésungs.nittels sich nur allméhlich heraus- 
bildet: Man mu8 dann die Eiwei8lésung des Vergleichsréhrchens und des 
zu untersuchenden indikatorhaltigen Eiwei8réhrchens schon vorher mit 
der voraussichtlich erforderlichen Menge Saéure oder Lauge beschicken; 
dann mu8 bei beiden gleichzeitig das organische Lésungsmittel zugegeben 
und sofort verglichen werden, ob die Farbe der zu untersuchenden Lésung 
mit dem Walepoleschen Vergleichssysten iibereinstimmt oder nicht; falls 
nicht, wird die Menge zugegebener Saéure oder Lauge in einem neuen 
Réhrchenpaar entsprechend geéndert. 


1 Vgl. dazu auch Wo. Pauli, Kolloidchemie der EiweiSkérper, und zwar 
S. 92. Dresden-Leipzig 1920. 
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Fiir die Willstdtter-Titration wurden 2 bis 3 ccm 2- bis 5°%iger Eiweib- 
lésungen mit so viel 96%igem aréiometrisch geeichtem Alkohol versetzt, 
daB die Mischung 80% Alkohol enthielt. Die Titration wurde bis zu dem 
Farbgrad (Michaelis!) des Thymolphthaleins f/, = 0,1, f, = 0,3 und bis- 
weilen auch noch f/, = 0,4 gefiihrt. In eiweiBfreier Wasser-Alkoholmischung 
wurden hierzu 0,12 bzw. 0,36 bzw. 0,5cem n/l10 NaOH gebraucht. Der 
Pan dieser Lésungen betragt nach elektrischer Messung 12,25 bzw. 12,75 
bzw. 13,0. 


Die Titration nach Linderstrem-Lang wurde sowohl in der von diesem 
Autor angegebenen Form in 80%igem Aceton ausgefiihrt und auBerdem 
in 80 %igem Alkohol. Die Titration ist beendet bei Farbténen des Indikators 
Naphthylrot f, (vgl. Tabelle XIII), die in 18 cem einer eiweiBfreien Aceton- 
Wassermischung bei Zusatz von 0,118 Millimol HCl, in einer ebensolchen 
Alkohol-Wassermischung beim Zusatz von 0,236 Millimol HCl erreicht 
werden. Die Titration wurde zur Kontrolle fortgefiihrt bis zu den Farb- 
ténen f,, die in eiweiBfreier Aceton-Wassermischung bei Zusatz von 
0,236 Millimol, in Alkohol-Wassermischung bei Zusatz von 0;354 Millimol 
HCl auftreten. Der Farbton f, ist in der Aceton-Wassermischung derselbe, 
den der Indikator in rein wasseriger Lésung bei pg, 4,8 besitzt, in der 
Alkohol-Wassermischung sehr viel roter. f/f, und f, entsprechen in Alkohol 
nach elektrischer Messung einem pa, von 3,1 bzw. 2,9. 


In der Aceton-Wassermischung ist der pq ,, der den Farbnuancen /, und 
f, entspricht, elektrisch nicht meBbar. Linderstrem-Lang? selbst nimmt aus 
theoretischen Griinden und wegen der Scharfe des Farbumschlags bei der 
Titration fiir f, ein pa, von ungefahr 4 an. Bei den Azofarbstoffen ist aber 
der Farbton offenbar keine einfache Funktion ihres Dissoziationsgrades 
als Base. Die Aziditaét, bei der ein bestimmter Farbton erreicht wird, 
andert sich nimlich bei diesen Farbstoffen weder in Aceton noch in Alkohol 
in theoretisch durchsichtiger Weise mit dem Gehalt der Mischung an 
organischen Lésungsimitteln. 


Abb. 3 zeigt, daB die Siuremengen, die dem Naphthylrot (Kurve 2 
und 2a) den Farbton verleihen, der in wisseriger Lésung bei p,, 4,8 auf- 
tritt, bis zu einem Gehalt der Mischungen an Alkohol wie an Aceton von 
80% immer gré8er werden und dann wieder steil abnehmen. Dies Ver- 
halten der Azofarbstoffe (Kurve 2, 2a und 1) weicht von dem anderer 
Indikatoren in Alkohol! wie auch in Aceton (a-Dinitrophenol, s. Kurve 3) 
grundsatzlich ab. Denn bei diesem wird der pq, eines bestimmten Farb- 
grades genau ebenso wie bei anderen schwachen Séuren und Basen der 
Pah eines bestimmten Dissoziationsgraaes mit steigeuder Konzentration 
des organischen Anteils des Lésungsmittels immer weiter in ein und der- 
selben Richtung verandert: bai Séuren und sauren Indikatoren (Kurve 3, 
Michaelis und Mizutazii') wird er alkalischer, bei Basen saurer (Michaelis 
und Mizutani). 


Die theoretische Begriindung der Annahme, dal der pa; von f, des 
Naphthylrots in Aceton bei 4 liegt, ist also unsicher. Dieser pg, mul aber 


1 Vgl. z.B. Praktikum der physikalischen Chemie. Berlin, Julius 
Springer, 1922. 

2 Linderstrem-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 173, 32, 1928. 

3 Michaelis und Mizutani sowie Mizutani, Zeitschr. f. physik. Chem. 
116, 135 und 350, 1925; Michaelis und Mizutani, diese Zeitschr. 147, 7, 1924. 
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alkalischer sein als 3,2. Der Farbton f, tritt auf, wenn 18 ccm einer eiweib- 
freien 80°% igen Acetonlésung 0,118 Millimol HCl enthalten, also bei einer 
[HCl] von 10-%,2. Da die HCl in einer solehen Acetonlésung aber durchaus 
nicht mehr vollsténdig dissoziiert (bzw. aktiv) sein kann, mu®B der pa) 
wahrscheinlich nicht ganz unerheblich gréBer sein als 3,2. Aus verschiedenen 





Lut 


Abb. 3. 

Die Abhiingigkeit der Indikatorfarbe 
von der [HCl] in Aceton bzw. Alkohol- 
H, O-Mischungen. 

Abszisse: Mischungsverhiltnis ; 
Ordinate: Py cy (in H,O = Py) 
Kurve 1: Benzolazodimethylanilin 
in Aceton ; 

Kurve 2: Naphthylrot in Aceton ; 
Kurve 2a: in Alkohol; 

Kurve 3: e-Dinitrophenol (Farbgrad 
F = 0,12) in Aceton. 
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Griinden scheint ein pz, von etwa 3,5 als Mittelwert zwischen der Linder- 
strem-Langschen Angabe etwa 4 und dem errechneten Minimalwert von 3,2 
am wahrscheinlichsten. Fiir den Farbton f, in Aceton, der in eiweiBfreier 
Lésung mit der doppelten [HCl] erreicht wird, wird demnach der pg, zu 
etwa 3,2 angenommen. 

Der Verbrauch an Saéure oder Lauge, mit dem in eiweiBfreier Lésung 
bei diesen verschiedenen kolorimetrischen Titrationsverfahren die an- 
gegebenen Farbténe erreicht werden, mui vom Titrationsergebnis der 
Eiwei8lésungen abgezogen werden. 

Ein genauerer Uberblick iiber Vollstandigkeit und Genauigkeit, mit 
der das maximale H- und OH’-Bindungsvermégen der EiweiSkérper 
mit den verschiedenen Titrationsverfahren gefaBt wird, ergibt sich aus 
Tabelle XIII. 











‘Andern sich Katalasezahl und Katalaseindex durch das 
Defibrinieren und Aufbewahren des Blutes? 


Von 
F. vy. Kriiger. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des physiologischen Instituts 
der Universitat Rostock.) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1929.) 


Vor etwa einem Jahre veroffentlichten Schuhknecht und ich! die 
Ergebnisse unserer Untersuchungen iiber die katalatische Wirkung 
des Blutes verschiedener Wirbeltiere. 

Der gréBte Teil der Bestimmungen wurde an nicht defibriniertem 
Blute sofort nach der Entnahme desselben ausgefiihrt. Bei einer Reihe 
von Tieren jedoch (Pferde, Maulesel, Rinder, Schafe und Schweine), 
deren Blut wir vom Schlachthof bekamen und nicht an Ort und Stelle 
untersuchen konnten, waren wir gezwungen, die Bestimmungen an 
defibriniertem Blute und zudem erst einige Zeit (mindestens eine Stunde) 
nach der Entnahme vorzunehmen. 

Obgleich wir selbst sagen: ,,Vielleicht verursacht das Defibrinieren 
eine kleine Anderung in der Katalasezahl‘‘?, benutzten wir die ge- 
wonnenen Resultate der Bestimmungen doch zu einem direkten Vergleich 
mit denen, welche wir bei anderen Tieren an nicht defibriniertem Blute 
erhalten hatten. Wir taten das in der Annahme, daB die Katalasezahl 
und vor allem der Katalaseindex durch das Defibrinieren und durch 
die Zeit, die zwischen der Blutentnahme und der Bestimmung ver- 
strichen war, nicht oder doch nicht wesentlich beeinfluBt worden sind, 
weil die Katalase an die Blutkérperchen gebunden ist und, wie wir 
glaubten annehmen zu diirfen, solange dieselben nicht zerfallen und 
Hamoglobin austreten lassen, auch keine Katalase von ihnen an das 
Serum abgegeben und durch die Protease oder ,,Antikatalase‘‘ des- 
selben zerstért wird. Immerhin schien es mir notwendig, diese unsere 


1 Zeitschr. f. vergl. Physiol. 8, 635, 1928. 
2 A.a.O. S. 644. 
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Annahme auf ihre Richtigkeit zu priifen. Zu diesem Zwecke wurden 
die nachstehenden Untersuchungen angestellt. Bei einem groBen Teil 
derselben erfreute ich mich der dankenswerten Mitarbeit der Herren 
Dr. F. Goede und G. Francke. 


Unsere Untersuchungen erstrecken sich auf Menschen-, Kaninchen-, 
Meerschweinchen-, Katzen- und Hundeblut. 


Beim Menschen wurde das Blut durch Punktion einer Armvene in 
einer Menge von etwa 10 bis 15cem entnommen. Von den Tieren ge- 
wannen wir es aus der freigelegten Carotis. Ein Trépfchen des frisch ent- 
nommenen Blutes diente zur sofortigen Bestimmung der Katalase. Der 
Rest wurde defibriniert. 

In dem defibrinierten Blute wurde die Katalase sofort nach dem 
Defibrinieren, dann weiter nach 6 Stunden und nach 24 Stunden bestimmt. 
Mit der Katalasebestimmung ging immer eine Zéhlung der roten Blut- 
kérperchen aus dem gleichen Blutstropfen Hand in Hand. ~ 

Das defibrinierte Blut wurde bei Zimmertemperatur in einem wohl- 
verschlossenen Kélbchen aufbewahrt, um eine Wasserverdunstung zu 
vermeiden. Dab es vor der Bestimmung zur gleichmaéBigen Verteilung der 
Erythrocyten griindlich durchgemischt wurde, ist selbstverstiéndlich. 

Zu den Blutkérperchenzihlungen wurde die Thoma-Zeiss-Kammer 
und als Verdiinnungsfliissigksit Hayemsche Lésung benutzt. 

Die Blutkérperchenzihlung war aus dem Grunde erforderlich, weil 
nicht nur die Katalasezahl, d.h. der relative Wert fiir die katalatische 
Wirkung des Blutes, ausgedriicky: in Milligramm Wasserstoffsuperoxyd, 
die durch 1emm Blut zersetzt werden, bestimmt werden sollte, sondern 
auch der Katalaseindex, d.h. die Wasserstoffsuperoxydmenge in Milli- 
gramm, welche durch eine Million Blutkérperchen zerlegt wird. Dieser 
letztere Wert ist der weitaus wichtigere und bestandigere, denn die Katalase- 
za@hl muB ja unter sonst gleichen Bedingungen entsprechend der Erythro- 
cytenzahl wechseln. 

Die Katalasebestimmung geschah bei 20°C, im iibrigen ganz genau 
nach der Vorschrift von Bach und Zubkowa’, also in der gleichen Weise 
wie auch bei unseren fritheren Versuchen ?. 

In letzter Zeit sind von verschiedenen Seiten Modifikationen der von 
Bach und Zubkowa angegebenen Methode der Katalasebestimmung im 
Blute in Vorschlag gebracht worden, die hauptsichlich auf die Anwendung 
einer gréBeren Menge von Wasserstoffsuperoxyd, als von Bach und Zubkowa 
vorgeschrieben ist, und auf einen Zusatz von Athylalkohol zur Blutlésung 
hinauslaufen. 

So verwendet Alezxeeff* statt lecm der 1%igen Perhydrollésung 
5cem derselben. Er erhaélt unter diesen Bedingungen héhere Werte fiir 
die Katalasezahl als bei Ausfiihrung der Bestimmung nach der Original- 
vorschrift von Bach und Zubkowa, denn mit steigendem Wasserstoffsuper- 
oxydzusatz zur Bestimmung der Katalase steigt bis zu einem gewissen 


1 Diese Zeitschr. 125, 283, 1921. 

2 Diese Zeitschr. 202, 18, 22, 1928; Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 
64, 680, 1929; F. v. Kriiger und Schuhknecht, Zeitschr. f. vergl. Physiol. 
8, 635, 1928. 

3 Diese Zeitschr. 178, 433, 1926; 187, 93, 1927. 
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Grade auch die absolute Menge des durch die Katalase zersetzten Anteils 
oder, mit anderen Worten, die Katalasezahl, wie aus den Versuchen von 
Gagarina und Jankowsky' und von Golzow und Jankowsky* hervorgeht. 
Die von mir errechneten und in Tabelle I wiedergegebenen Mittelwerte 
aus den Versuchen der letztgenannten Autoren zeigen das Gesagte sehr 
deutlich. 





Tabelle I. 

: z Zunahme der 
Perhydrollésung Katalasezahl Katalasezahl 
ecm °lo 
2 18,07 | — 

3 23,75 | 31 
4 25,98 44 
5 26,81 49 
6 26,15 45 
7 25,69 43 
8 24,69 37 


Vorstehende Versuche von Golzow und Jankowsky beziehen sich auf 
Menschenblut. Ich habe vor etwa 2 Jahren ahnliche Versuche an einigen 
Laboratoriumstieren angestellt, indem ich zur Bestimmung der katalatischen 
Wirkung ihres Blutes 2 bzw. 3 cem der 1 %igen Perhydrollésung hinzufiigte. 
Ich kann im allgemeinen die Ergebnisse von Golzow und Jankowsky be- 
statigen, wie aus Tabelle II zu ersehen ist. In derselben sind angegeben: 
1. die untersuchte Tierart, 2. die Zahl der verwandten Kubikzentimeter 
Perhydrollésung mit der entsprechenden Katalasezahl und 3. die pro- 
zentuale Zunahme der Katalasezahl durch den héheren Wasserstoffsuper- 
oxydgehalt. 








Tabelle II. 
Katalasezahl bei Perhydrol- | 
Tierart lésung = || Zunahme 
2 eem 3 cem l %, 
SEG Oe re 5,3 6,8 28,5 
SE oe asa ge hes a 14,6 16,3 11,6 
Meerschweinchen ...... . | 16,5 18,5 11,2 
a gee ee a 0,34 0,51 50,0 


Die Zahl meiner Bestimmungen ist natiirlich nicht ausreichend, um 
irgendwelche endgiiltige Schliisse ziehen zu kénnen. Immerhin darf nicht 
daran gezweifelt werden, da tatsichlich mit dem gré8eren Perhydrol- 
zusatz die Katalasezahl wachst, und zwar, wie es scheint, bei verschiedenen 
Tierarten in verschiedenem MaBe. Doch dariiber kénnen nur in gréBerer 
Zahl ausgefiihrte Untersuchungen eine Entscheidung bringen. 

Unter Zuhilfenahme von Alkohol zur Blutlésung im Verhaltnis von 
1: 5000 bis 10000 fiihrten die Katalasebestimmung aus: Gagarina und 


1 Zurnal eksperiment. biologii i mediciny 1926, Nr. 7, 8.33; Ber. u. 
d. ges. Physiol. u. exper. Pharm. 37, 193, 1926. 
2 Diese Zeitschr. 185, 63, 1927. 
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Jankowsky', Golzow und Jankowsky' und in seiner letzten Arbeit auch 
Alexeeff*. Der Alkohol sollte als ,,Philokatalase‘‘ dienen und eine Wirkung 
der ,,Antikatalase‘‘ aufheben bzw. die durch letztere bereits inaktivierte 
Katalase wieder reaktivieren. 

Ich habe von diesen Modifikationen nicht Gebrauch gemacht, sondern 
mich an die urspriingliche Vorschrift von Bach und Zubkowa gehalten, 
da ich nur unter dieser Bedingung Werte erhalten konnte, die einen Ver- 
gleich mit den friiher von mir gewonnenen erlaubten. 

Die Ergebnisse unserer Bestimmungen am nicht defibrinierten 
und defibrinierten Blute sind in Tabelle III niedergelegt. Zu ihr sei 
bemerkt, da jeder einzelne der in ihr angefiihrten Werte das Mittel 
aus zwei gut tibereinstimmenden Bestimmungen darstellt. 


Sehen wir uns zuniachst die Rubrik ,,nicht defibriniertes Blut*‘ 
an und vergleichen wir die vorliegenden Werte fiir die Katalasezahi (K.-Z.) 
und den Katalaseindex (K.-I.) mit denen, welche friiher von Schuhknecht 
und mir! gefunden worden sind, so ergibt sich, daB sie innerhalb der 
damals festgestellten GréBenordnung liegen und daB die Mittelwerte, 
trotz der geringen Zahl unserer Versuchstiere, eine sehr befriedigende 
Ubereinstimmung mit den friheren zeigen. Die Nebeneinanderstellung 
in Tabelle IV, in der neben den Mittelwerten in Klammern auch die 
gefundenen Minimal- und Maximalwerte angegeben sind, gibt uns ein 
klares Bild dariiber. 

Tabelle IV. 








v. Kriiger und Schuhknecht v. Kriiger 
Versuchsobjekt 

K.-Z. K.-I. K.-Z. | K.-1. 

WA: oss .. | 16,26 3,26 16,38 3,06 
| (18,2—20,7)  (2,8—4,2) || (14,6—17,7)| (2,8—3,5) 

Meerschweinchen. . . | 12,54 2,61 13,50 2,26 
(9,0—14,2) | (2,2—3,3) | (138,4—13,6); (2,2—2,3) 

SS Sa a 12,91 1,95 13,13 2,25 
(11,2—16,3) | (1,7—2,1) (12,2—13,4)| (2,2—2,4) 

A ree 12,06 1,69 ca 1,41 
(10,4—14,9) | (1,5—1,8) (6,5—13,9)| (0,7—1,8) 

DN ies Fe 0,14 0,87 0,11 


| 0,87 
(0,76—0,97) | (0,1—0,2) | wee “ 


Eine gréBere Abweichung zeigen unsere heutigen Werte in bezug 
auf Katalasezahl und Katalaseindex im Vergleich zu den friiheren nur 
bei den Katzen. Es liegt das daran, daB das eine Tier (Katze Nr. 3 der 
Tabelle III) einen auffallend niedrigen, ganz aus der Reihe fallenden 
Katalasegehalt des Blutes aufwies. Sehe ich bei Berechnung des Mittels 


1 A.a. O. 
2 Diese Zeitschr. 192, 41, 1928. 
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von diesem Falle ab, so erhalte ich Mittelwerte, die im besten Einklang 
mit den Ergebnissen unserer friiheren Untersuchungen stehen, nimlich 
fiir die Katalasezah] 13,7 und fiir den Katalaseindex 1,75 gegeniiber 
12,1 und 1,69. IJch werde auf diesen Ausnahmefall spiter noch zuriick- 
zukommen haben. 

Gehen wir nun weiter in der Betrachtung der Tabelle III und 
wenden wir uns zunichst zu den Werten fiir den Katalaseindex, denn 
auf diesen kommt es hauptsachlich an, wie er beim nicht defibrinierten 
und defibrinierten Blute gefunden worden ist, und zwar bei der so- 
fortigen Bestimmung. 

Nach den angegebenen Werten diirfte wohl der Schlu8 erlaubt 
sein, daB das Defibrinieren keinen EinfluB auf den Katalaseindex ausiibt. 

Die Differenzen, welche beobachtet werden, sind an sich gering 
und gehen zudem in den einzelnen Versuchen bald nach def positiven, 
bald nach der negativen Seite. Sie lassen sich leicht durch den der 
Methode der Blutkérperchenzihlung anhaftenden Fehler erklaren. 
Die Blutkérperchenzahl aber ist ein wichtiger Faktor bei der Berechnung 

Katalasezah] 
Bk.-Z. in Millionen 

Des weiteren entnehmen wir der Tabelle III, daB das Stehen des 
defibrinierten Blutes bei Zimmertemperatur, wenigstens im Verlauf von 
24 Stunden, den Katalaseindex nicht verdndert. 

Mithin diirfen die von Schuhknecht und mir in friiheren, am de- 
fibrinierten Blute gefundenen Katalaseindizes als einwandfrei be- 
trachtet und zum Vergleich mit denen, die bei anderen Tieren am nicht 
defibrinierten Blute festgestellt worden sind, herangezogen werden. 


des Katalaseindex, der ja die Formel zugrunde liegt. 


Bei noch langerem Stehen w' °s mit Eintritt einer Hamolyse 
selbstverstandlich auch zu einer « nigstens scheinbaren, Anderung 
des Katalaseindex kommen miisse . und zwar in positivem Sinne, 


denn die hamolysierten Erythrocyten werden ihre Katalase zugleich 
mit dem Hamoglobin an das Serum abgeben und bei der Zahlung aus- 
geschlossen sein. Die gesamte Katalasemenge wiirde somit auf eine 
verminderte Erythrocytenzahl verrechnet werden. 


Wahrend nun das defibrinierte Blut langere Zeit bei Zimmertemperatut 
stehen kann, ohne da® die katalatische Wirkung desselben oder der 
Katalaseindex eine Anderung erfahrt, geht bereits aus den Beobachtungen 
von Batelli und Stern! hervor, daB bei starker Verdiinnung die katalatische 
Wirkung allmahlich abnimmt, und zwar bei héherer Temperatur schneller 
als bei niedriger. Das bezieht sich jedoch, nach den Untersuchungen von 
Gagarina und Jankowsky?*, nur auf stark verdiinnte Lésungen. Beim Ver- 


1 Ergebn. d. Physiol. 10, 531, 1910. 
2? Zurn. eksper. biologii i mediciny 1926, 8S. 33 (russisch); Ber. ti. d. 
ges. Physiol. u. Pharm. 87, 193. 
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weilen einer konzentrierteren Blutlésung (1: 25 bis 50) wahrend 30 Minuten 
bei einer Temperatur von 37° sahen sie keine Veranderung der katalatischen 
Wirkung eintreten, wahrend sie bei verdiinnten Blutlésungen (1: 500 
bis 1000) unter den gleichen Bedingungen betrichtlich abnahm. Auch 
Kultjugin' hat in einer gréBeren Reihe von Bestimmungen an Menschen-, 
Kaninchen- und Meerschweinchenblut dieselbe Beobachtung machen 
kénnen. Bei einer Temperatur von 17° fand er fiir Blutlésungen von 1 : 1000 
eine Abnahme der katalatischen Wirkung in 2'/, bzw. 5 Stunden, die fiir 
Menschenblut durchschnittlich — 3,3°% (Minimum — 1,0, Maximum 
7,2) bzw. 5,4% (Minimum — 1,9, Maximum — 12,0), fiir Kaninchenblut 
~ 5,4% (Minimum — 1,7, Maximum — 10,9) bzw. 11,3% (Minimum — 3,5, 
Maximum — 21,0) und fiir Meerschweinchenblut — 14,4% (Minimum 
- 7,7, Maximum 23,1) bzw. 23,8°% (Minimum — 17,0, Maximum — 31,3) 
betrug. 

Wie aus den angefiihrten Zahlenangaben zu ersehen ist, findet beim 
Stehen verdiinnter Blutlésungen nicht nur durchweg eine Abnahme der 
Katalasewirkung derselben statt, sondern zeigt sich diese Abnahme, ganz 
abgesehen von den ungeheuren individuellen Verschiedenheiten, im Blute 
verschiedener Tierarten in sehr verschieden hohem Mae; sie ist am ge- 
ringsten beim Menschenblut, am héchsten beim Meerschweinchenblut. 
Neuerdings haben Kultjugin' und Sawostjanoff? eingehendere Unter- 
suchungen iiber die Aktivitétsveranderung der Blutkatalase, die sie in 
méglichst reinem Zustande aus Katzenblut zu gewinnen suchten, aus- 
gefiihrt. Sie gelangen unter anderem zu dem SchluB, ,,daBb die Aktivitat 
der Katalase im Laufe der Beobachtungszeit bis zu 24 Stunden abnimmt, 
wobei die intensive Abnahme auf die ersten 4 Stunden fallt‘‘. Untersucht 
wurde bei einer Temperatur von 20°. Die Abnahme der katalatischen 
Wirkung betrug in den ersten 4 Stunden im Mittel 31,7°% (Minimum — 22,0, 
Maximum — 45,3), in 14 Stunden — 41,2% (Minimum — 27,2, Maximum 
~ 59,8) und in 24 Stunden 51,4°% (Minimum — 33,1, Maximum 
— 76,2). Von verschiedenen anderen Seiten wird es ebenfalls bestatigt, 
da8 verdiinnte Katalaselésungen wenig bestindig sind (Steppuhn und 
Timofejewa*, Tsuchihashi*). 


Vor etwa zwei Jahren habe ich auch einige diesbeziigliche Be- 
stimmungen ausgefiihrt, die hier Platz finden mégen (Tabelle VY). 








Tabelle V. 
i Katalasezahl — 
Versuchsobjekt 

sofort nach 1 Std. 
J ge hae 23,4 19,8 
Kaninchen .. . 15,1 12,8 
Katze Nr.1... 13,0 10,2 
Katze Nr.2... 20,3 14,5 


1 Diese Zeitschr. 167, 241, 1926. 
2 Ebendaselbst 211, 131, 1929. 
3 Ebendaselbst 146, 108, 1924. 
4 Ebendaselbst 140, 63, 1923. 





der 
Ve 
1% 
sto 
ist. 
kat 
ger 


Ick 


sie 
gal 


an 


de: 
se] 
gel 
mi 
wi 
ell 
Be 


ste 
un 


fe 
la’ 
te 








i 
1 
) 
i 


— ea 





Katalasezahl und Katalaseindex des Blutes. : 43 


Zur Erklarung der verhaltnismaBig hohen Katalasezahlen muBb 
der Umstand herangezogen werden, daB die Bestimmungen in diesen 
Versuchen nicht unter Verwendung von 2 ccm, sondern von 3 ccm der 
1 °%igen Perhydrollésung ausgefiihrt wurden. Mit steigendem Wasser- 
stoffsuperoxydzusatz steigt aber auch, wie oben bereits betont worden 
ist, die Katalasezahl. Unter den gegebenen Bedingungen hat also die 
katalatische Wirkung der Blutlésung 1: 1000 um 15 bis 30°, ab- 
genommen. 


Diesen sehr ahnlich sind die Ergebnisse von Steppuhn und Timofejewa. 
Ich kann jedoch ihre Zahlen nicht direkt mit den meinigen vergleichen, 
weil sie ihre Untersuchungen bei einer Temperatur von 37° anstellten, ich 
sie aber bei einer solchen von 20° durchfiihrte, und weil ich keine An- 
gabe dariiber finde, von welchen Tieren ihre Blutproben herstammen. 


Jedenfalls steht es fest, daB verdiinnte Blutlésungen ‘beim Stehen 
an katalatischer Wirksamkeit einbiifen. 


Trotzdem hielt ich es nicht fiir miiBig, die Frage nach dem EinfluB 
des Aufbewahrens einer Blutlésung auf die katalatische Wirkung der- 
selben erneut zu priifen, wobei es mir in erster Linie darauf ankam, 
genau dieselben Bedingungen einzuhalten, unter denen die Versuche 
mit dem defibrinierten Blute angestellt wurden. Zu diesem Zwecke 
wurde gleich nach der Entnahme eines Tropfen Blutes in iiblicher Weise 
eine Blutlésung 1: 1000 hergestellt und sofort die Katalasezahl nach 
Bach und Zubkowa bestimmt. Diese Bestimmung galt als Kontroll- 
probe. Dann blieb die Blutlésung bei Zimmertemperatur (etwa 20°) 
stehen, um nach 6 und nach 24 Stunden wieder auf die Katalasewirkung 
untersucht zu werden. 


Von einer Berechnung des Katalaseindex und mithin auch einer 
Blutkérperchenzahlung sah ich ab, da es mir ja nur darauf ankam, 
festzustellen, ob und in welchem Mabe eine Verminderung der kata- 
latischen Wirkung durch das Stehen der Blutlésung bei Zimmer- 
temperatur bewirkt wiirde. 


Die Ergebnisse dieser Untersuchungen finden sich in der Tabelle VI. 
Ein Blick auf dieselbe geniigt, um sich davon zu iiberzeugen, daf in 
der Tat die katalatische Wirkung der Blutlésung durch das Aufbewahren 
bei Zimmertemperatur eine ausgesprochene Abnahme erfdhrt, doch ist 
diese Abnahme in den einzelnen Fallen auSerordentlich verschieden 
groB und zeigt in ihrer zeitlichen Entwicklung durchaus keine Gesetz- 
maBigkeit. Man vergleiche nur die Werte fiir die prozentische Abnahme 
bei Mensch Nr. 1 und 2. Bei Mensch Nr. 1 betragt sie nach 6 Stunden 
nur 1,3°%,, bei Mensch Nr. 2 dagegen 16,9°,. Im Verlauf der weiteren 
18 Stunden steigt sie aber bei Mensch Nr. 1 auf 17,9 °;, an, was beinahe 
das 14fache der Abnahme in den ersten 6 Stunden ausmacht, bei Mensch 
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Nr. 2 jedoch steigt die Abnahme der katalatischen Wirkung in den 


weiteren 18 Stunden nur um 5,8 % an, d. h. nur um etwa das 1,3fache 
der Abnahme in den ersten 6 Stunden. 


Tabelle VI. 





Abnahme der katalatisch. 


Ka‘ vezahl Wirkung in Prozenten 


Versuchsobjekt 








Kontrolle | nach 6 Std. nach 24Std.)| nach 6 Std. | nach 24 Std. 


ON ss Sa Nr. 1 15,1 14,9 12,4 1,3 17,9 
oa ik ete ag PG 17,2 14,3 13,3 16,9 22,7 

- ~ - 15,9 15,3 11,1 3,8 29,7 

AS Seah eA elas Say ae 18,5 17,7 16,2 4,3 12,4 

gee tk Rader pr: 18,1 _ 16,2 — 10,5 

a Reg ay genes my 19,8 17,0 16,4 14,1 17,2 

“ ies 17,3 — 15,7 _— 9,2 

a NS 18,6 16,8 13,8 9,7 25,6 

a ; ; 9 17,5 16,6 14,7 10,0 16,0 
Meerschweinchen. ., 1 11,5 8,1 7,0 29.6 39,1 
a 14,6 9, 7,0 33,6 52,0 

‘. ie 11,0 8,9 6,5 19,1 41,0 

te 17,0 15,4 13,7 9,4 19,4 
Kaninchen or 9,5 8,0 7,0 15,8 26,3 
ts th, 11,7 7,5 4.8 35,9 59,0 

ss i 7,8 6,4 4,6 18,0 41,0 

‘ 4 15,4 14,9 14,5 3,2 5,8 
eee ah ig Pale 14,7 11,8 9,0 19,7 38,9 
= gece mee et ica 6,2 8,2 2,1 48.4 66,1 
PPE eee ae 12,6 6,8 5,4 46,0 57,5 
oe UC a tet Ghia i 15,2 13,1 11,4 13,8 25,0 
Cae re tar ae x § 4,2 3,2 2,8 23,8 33,3 


Eine geniigend begriindete Erklarung fiir diese auffallende Er- 
scheinung, die auch in den Untersuchungen anderer Autoren zutage 
tritt (siehe die Tabellen von Kultjugin' und von Kultjugin und Sawost- 
janoff +), vermag ich zurzeit nicht zu geben. Doch auch trotz der groBen 
Differenzen, die die Abnahme der katalatischen Wirkung von Blut- 
lésungen des Blutes ein und derselben Tierart infolge des Aufbewahrens 
zeigt, erlauben die Mittelwerte, welche sich aus den Bestimmungen fiir 
die einzelnen untersuchten Tierarten ergeben, sehr wohl den SchluB, 
daB die Verminderung der Katalaseaktivitat durch das Aufbewahren der 
Blutlisungen fiir das Blut verschiedener Tierarten eine verschiedene, fiir 
die betreffende Tierart mehr oder weniger eigentiimliche GréBe darstellt. 


Fir die von uns untersuchten Versuchsobjekte 1a8t sich mit steigen- 
der GréBe der Aktivitatsabnahme folgende Reihe aufstellen: Mensch — 


1 A.a.O. 
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Kaninchen — Meerschweinchen — Katze. Das Gesagte wird durch 
Tabelle VII illustriert. 








Tabelle VII. 

a Mittel der Abnahme in Prozenten 

Versuchsobjekt - 

in 6 Std. in 24 Std. 

RET eet ae oe 8,6 17,9 
OO See 18,2 33,0 
Meerschweinchen ... . 22.9 37,9 
BU Sr eaene aed 30,3 44.2 


Die relativ kleine Zahl meiner Bestimmungen kénnte vielleicht 
die Aufstellung obigen Schlusses und der angefiihrten Reihe als gewagt 
erscheinen lassen. Ich verweise daher auf die Untersuchungen Kult- 
jugins' an Menschen-, Kaninchen- und Meerschweinchénblut, aus 
welchen sich dieselbe Reihe ergibt* wie die soeben angefiihrte. Auch 
die Bestimmungen an der Katalase aus Katzenblut, die von Kultjugin 
und Sawostjanoff! veréffentlicht worden sind, kénnten herangezogen 
werden. Danach wiirden die Katzen an dieselbe Stelle zu stehen kommen 
wie bei mir. 

Zum SchluB méchte ich noch auf eine Frage zuriickkommen, die 
ich bereits oben berihrt habe. 


In Tabelle ITI fallt die Katze Nr. 3 durch eine sehr niedrige Katalase- 
zahl und dementsprechend auffallend niedrigen Katalaseindex auf. 
Auch in Tabelle VI finden wir zwei Katzen mit so niedrigem Wert fiir 
die Katalasezahl (Katze Nr. 2 und 5). 

Bei Gelegenheit meiner Untersuchungen tiber den EinfluB gleich- 
zeitigen Hungerns und Durstens auf die katalatische Wirkung des 
Blutes stieB ich auf einen Kater, der sich durch ausnehmend niedrige 
Werte fiir die Katalasezahl und den Katalaseindex auszeichnete (5,6 
bzw. 0,76). Ich nahm an, da8 es sich um eine individuelle Eigentiimlich- 
keit dieses Tieres handelte*. Die Richtigkeit dieser Annahme glaube 
ich dadurch bestatigt zu sehen, daB bei wiederholter Priifung in gréBeren 
zeitlichen Zwischenraiumen das Ergebnis immer wieder dieselben niederen 
Werte zeigte. Dieses Versuchstier findet sich in Tabelle VI unter ,,Katze 
Nr. 2“. 

Unter bisher etwa 20 von mir untersuchten Katzen bildete dieser 
Fall den einzigen Ausnahmefall, bei den tibrigen schwankte die Katalase- 
zahl zwischen 10,4 und 14,9, der Katalaseindex zwischen 1,5 und 1,8. 
Ich war daher nicht wenig erstaunt, unter den neverdings untersuchten 


1 A.a. QO. 
2 Diese Zeitschr. 202, 21, 1928. 
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acht Katzen noch zwei weitere (siehe Tabelle III, Katze Nr.3 and 
Tabelle VI, Katze Nr. 5) mit so niedrigen Katalasewerten wie beim 
oben erwihnten Kater zu treffen. 


Es ist nun nicht uninteressant, daB die eine von diesen Katzen 
(Tabelle III, Katze Nr. 3) die Tochter des genannten Katers ist und 
ihm auch auferlich sehr ahnlich sieht — auch sie ist groB und kraftig 
und schwarz von Farbe und mit weiBen Abzeichen wie der Vater. 
Offenbar handelt es sich um eine vererbte Eigentiimlichkeit. Die 
tibrigen drei Exemplare aus demselben Wurfe wiesen, wie die Mutter, 
normale Katalasewerte auf. 

Die zweite junge Katze mit niedrigen Katalasewerten stammte 
freilich nicht von demselben Vater ab, sondern entspringt éiner ganz 
anderen Familie. 

Die von mir zu verschiedenen Zeiten bestimmten Werte sind 
folgende : 





K.-Z. | K.-I. 
| 

Kater (Tabelle VI, Nr.2). . . . VI. 1928 a): 
4. IIT. 1929 — 

25. 1X. 1929 62 | 0,65 

Katze (Tabelle II, Nr.3). . . . 20. IMT. 1929 ed 
30. 1X. 1929 52 = 

Katze (‘Tabelle VI, Nr.5). . . . 11. X.1929 47 | 0,65 
25. X. 1929 Se an 


~ 


Es scheint mir demnach klar zu sein, daB die beobachteten niedrigen 
Katalasewerte nicht auf irgendwelche Zufilligkeiten auBerer Art 
zuriickgefiihrt werden kénnen, sondern daB sie in der Tat den betreffenden 
Tieren eigentiimlich sind und daB sie vererbt werden kénnen. 


Zusammenfassung. 


Es wurden Untersuchungen dariiber angestellt, ob die Katalase- 
werte des Blutes, die Katalasezahl und der Katalaseindex, durch das 
Defibrinieren des Blutes und durch das Aufbewahren desselben bei 
Zimmertemperatur eine Anderung erfahren oder nicht. Die Katalase- 
bestimmungen wurden nach der Methode von Bach und Zubkowa 
ausgefiihrt. Als Versuchsobjekte dienten Menschen-, Kaninchen-, 
Meerschweinchen-, Katzen- und Hundeblut. 


Die Ergebnisse sind kurz folgende: 


1. Das Defibrinieren des Blutes hat keinen Einflu8 auf die kata- 
latische Wirkung desselben. Der Katalaseindex bleibt unverindert. 
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2. Ebensowenig iibt das Aufbewahren des defibrinierten Blutes 
im Verlaufe von 24 Stunden bei Zimmertemperatur einen nennens- 
werten Einflu8 auf den Katalaseindex und die Katalasezahl aus. 

3. Dagegen erleidet eine verdiinnte Blutlésung (1: 1000) unter 
denselben Bedingungen sehr bald eine deutliche Abnahme der kata- 
latischen Fahigkeit, deren GréBe fiir das Blut verschiedener Tierarten 
im Mittel verschieden ist, wennzleich auch bei ein und derselben 
Tierart erhebliche Differenzen beobachtet werden. 


4. Nach den Mittelwerten zu urteilen, bilden die untersuchten 
Versuchsobjekte in bezug auf die Abnahme der katalatischen Wirkung 
der verdiinnten Blutlésungen beim Aufbewahren folgende Reihe: 
Mensch < Kaninchen < Meerschweinchen < Katze. 








Das Problem des Lecithins. II. 
Von 
Georg Rosenfeld, Breslau. 


{Aus dem Institut fiir Pharmakologie der Universitat und dem Laboratorium 
des Verfassers in Breslau.] 


(Eingegangen am 6. Dezember 1929.) 


In friiheren Arbeiten habe ich gezeigt, da das in Fettlebern auf- 
tretende Fett nicht aus Eiwei8 entsteht, sondern einzig und. allein 
wanderndes Fett der vorhandenen Fettdepots ist (1). Der zwingendste 
Beweis war, daB Fetteinwanderung in die Leber oder andere Organe 
davon abhing, da8 Fett in den Depots vorhanden war. Wo kein Fett 
im Panniculus oder im Peritoneum oder zwischen den Muskeln saB, 
kam eine Fettleber nie zustande — denn es konnte, wie es in diesen 
fettarmsten Tieren war, noch so viel Eiweif vorhanden sein —, aus 
Eiwei8 entstand eben kein Gramm Fett, und deshalb kam es auch 
nicht zu Fettleber und ahnlichem. Ebenso verhielt es sich mit dem 
Lecithin. Auch hier tritt in lecithinarmsten Tieren keine Lecithin- 
wanderung auf. 

Damit ist aber noch nicht die Lecithinfrage fiir die Leber erledigt. 
Es ist durchaus méglich anzunehmen, daB Lecithin im Kérper entsteht. 
Das Lecithin hat ja vier Gruppen von Aufbaumaterialien in sich ge- 
koppelt: 1. das N-haltige Cholin, 2. das Glycerin, 3. die Phosphorsaure 
und 4. die Fettsauren. 

Eines kénnen wir mit Sicherheit sagen: die Fettsiuren des Lecithins 
leiten sich aus Vorraten von Fett im Kérper oder aus der Nahrung 
her, eventuell auch aus den Kohlenhydraten der Nahrung — das ist 
unzweifelhaft, die iibrigen Bausteine wie das Cholin kénnen aus recht 
verschiedenen Materialien abgeleitet werden, der Phosphor aus allen 
Phosphorquellen des Kérpers stammend gedacht werden, das Glycerin 
kann aus Kohlenhydraten oder ays Neutralfetten zur Verfiigung 
gestellt werden — alles in vielen Varianten, nur die Quelie der Fett- 


1 Ausgefiihrt mit den Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
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siuren steht fest, entweder Fett der Depots oder der Nahrung oder 
sehr iiberschieBende Kohlenhydrate der Nahrung. Das hat uns die 
ganze Lehre von der Unzulissigkeit der Ableitung des Fettes vom 
Eiwei8 gezeigt. 

Soweit steht das Lecithin unter dem Gesetz des Minimums, daB 
es nur in der Menge aufgebaut werden kann, wie diese Quellen der 
Fettsaduren reichen. 

Nur eine tbergeordnete Voraussetzung hat die ganze Lehre, 
daB namlich Lecithin tiberhaupt im Ké6rper entstehen kann. Unter 
dieser Voraussetzung kénnten die Gubserschen Resultate (2) von Lecithin- 
anhaufung in der Leber seiner Phosphor- bzw. Héhentiere so gedeutet 
werden, daS durch seine Prozeduren mobilisierte wandernde Fett- 
siuren sich im Kérper mit den anderen Bausteinen gepaart hiatten. 
Aber diese Entsitehung von Lecithin hat nicht das mindeste mit der 
Virchowschen Lehre von der fettigen Degeneration zu tun. Dabei 
bleibt als unerlabliche Voraussetzung, da8 Lecithin im Kérper der 
Tiere iiberhaupt entsteht. Dafiir besitzen wir wohl nur die Versuche 
von F. Réhmann (3) als Beweis, die er in seiner Biochemie kurz mit 
folgenden Worten schildert: ,,Da8 der Tierkérper zu einer Synthese 
des Lecithins befahigt ist, zeigen Versuche von F. Réhmann, in denen 
Mause dauernd mit einer lecithinfreien Nahrung erhalten wurden 
und Junge zur Welt brachten, die sich bei lecithinfreier Nahrung 
weiter vermehrten.“’ Unter der Voraussetzung, daB eine lecithinlose 
Existenz nicht méglich sei, ware der Beweis fiir eine Lecithinsynthese 
im Organismus der Mause allerdings gegeben. Denn eine Lecithin- 
analyse dieser Miiusegeneration hat Réhmann nicht mitgeteilt, wie 
auch die Lecithinfreiheit seines Futters nicht so ganz sicher ist?. 

Auch der Plan des nunmehr zu schildernden Versuchs war, die 
Synthese des Lecithins im Organismus zu erweisen. - Als Versuchstier 
diente uns das Huhn, das in jedem Alter der Analyse in toto unter- 
worfen werden — leichter als Hunde — und das deshalb als Einzel- 
individuum in Rechnung gestellt werden kann. Das ist instruktiver, 
als wenn man eine Gruppe von 10 Mausen als Einheit nimmt, von 
denen die einen sich nach der Plus-, die anderen nach der Minusseite 
entwickeln und so ein schwer tibersehbares Schwanken erzielen. Diese 
Uniibersehbarkeit ist der springende Punkt, denn das Schwanken 
zeigen die Hiihnerindividuen ebenfalls, aber die Mittelzahlen der 
Hiihnergruppen lassen sich wirklich werten, was bei den unbekannten 
Einzelkonstituenten der Mausegruppen nicht der Fall ist. 

Wir beschafften die ganze Brut einer Henne, insgesamt 13 Stiick. 


1 Vgl. dazu die vielen wichtigen Arbeiten von Stepp iiber lipoidfreie 
Ernahrung, diese Zeitschr. 22, 452, 1909; Zeitschr. f. Biol. 57, 59, 62, 66. 
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Von den 4 Tage alten Tierchen wurden drei mit Federn getrocknet 
und analysiert (A). 


Feucht wogen sie 139 g, trocken 28 g. 

Sie enthielten 20,3% Fett (Methode Rosenfeld) = 5,684g, darin 
390 mg Lecithin, pro Tier also 130 mg Lecithin. 

Nunmehr wurden die iibrigen Tiere bei freier Futterwahl etwa 5 Wochen 
belassen . 

Am 11. August 1929 wurden zwei der jetzt gut herangewachsenen 
Hiihnchen getétet und analysiert (B 1 und 2). 

B 1 wiegt ohne Federn, ohne Kopf und Stander 370g feucht und 1lig 
trocken. Es enthalt 31,17% Fett = 35,8 g, darin 2,24 g Lecithin. 

B 2 ohne Federn 445 g, trocken 118 g, enthalt 28,64% Fett = 33,79 g, 
darin 3,186 g Lecithin. 

B 3, am 12. August getétet, wiegt mit Federn 510g, ohne Federn, 
ohne Kopf und Staénder trocken 155g. Es enthalt 30,3°% Fett = 46,965 g, 
darin 10,044g Lecithin. Die Federn wiegen 30g und enthalten 3,98 % 
Fett, darin 11,34 mg Lecithin. 

Die iibriggebliebenen Hiihner wurden jetzt mit einer Kost ver- 
sehen, die zusammengesetzt war aus Casein, Stearinsiure, Amylum 
puriss., Saccharose, Réhmannschem Salzgemisch. 

Hier wurde also als Material fiir Lecithinbildurg Phosphor im 
Casein und in Salzen geboten, als Fettsiuren Stearinsiuren, als Glycerin- 
quelle Amylum und Saccharose, so da nur die Cholinbildung als 
einzige Aufgabe iibrigblieb. 

Diese Erniarung wurde bis 5. September 1929 bei Huhn C1 
fortgesetzt. 

C1 wog mit Federn 830g. 

Ko6rper ohne Kopf und Stander 630g feucht, trocken 200 g; er enthielt 
26,75% Fett = 53,5g, darin 9,96g Lecithin. Federn, 46g, enthielten 
10% Fett. 

Am 11. September 1929, also nach einem Monat Fiitterung, wird 
C 2 getétet. Es wiegt in Federn 720g, der Kérper wie oben feucht 600 g, 
trocken 174g, enthalt 15,44% Fett = 26,8g, wovon 5,972g Lecithin 
waren. 

Die Federn wogen 52 g mit 6% Fett. 

Stellen wir nun die Gruppen vergleichsweise nebeneinander, so er- 
gibt sich: \ 
A: 390 mg Lecithin B: 2,2425 C: 9,1960 


3,186 5,971 

10,049 

15,4775 15,1670 
pro Tier: 130 mg Lecithin 5,192 7,5835 


In der Gruppe C ist also im Mittel ein erheblicher Mehrbetrag an 
Lecithin entstanden, und man kénnte hier annehmen, daB8 aus den 
im Futter enthaltenen Rohmaterialien die 2,4 g Differenz an Lecithin 
aufgebaut worden wiren. Da aber B3 eigentlich schon einen dem 
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Huhn C 1 gleichen Lecithinbesitz aufweist, so ist es noch nicht so ganz 
sicher, daB die Qualitaét des Futters die Lecithinproduktion in den 
Hiithnern C1 und C 2 gesteigert hatte. 


Nunmehr wurden zwei Hiihner mit demselben Futter und Zusatz 
weiter ernahrt, noch 13 Tage und 20 Tage weiter. In dieser Zeit hatten 
sie, der Differenz von B und C entsprechend, etwa 2,4g Lecithin im 
Durchschnitt zunehmen sollen. Ihrem Futter war aber nur _ eine 
Kleinigkeit Gelatine, etwa 10g pro Tier, zugegeben worden, in der 
Voraussetzung, daB Gelatine, d.h. Glykokoll, als Muttersubstanz 
des Cholinanteils im Lecithin in Frage kommen kénnte. Ware es dies, 
so konnte man annehmen, daB den Tieren die Bildung von Lecithin 
erleichtert sein, d.h. die entstandene Menge groB sein wiirde. Die 
weitere Zufuhr des lecithinirmsten Futters — es enthielt kaum nicht 
bestimmbare Mengen von Lecithin — gab jedenfalls nicht nennenswert 
exogenes Lecithin an die Hiihner ab. Das Resultat war nun folgendes: 


Huhn D1, am 24. September 1929 getétet, wog in toto 1220 ¢. 

Der Kérper (ohne Kopf und Stander) 1090 g. 

Der Kérper ohne Federn, zerschnitten, 940g und getrocknet 300 g. 
Darin 24,495% = 73,495 g Fett, davon Lecithin 28,86 g. 

Huhn D 2, am 3. Oktober 1929 getétet, wiegt zerschnitten ohne Kopf, 
Federn und Stander 1180 g, trocken 360g. Es enthalt 24,8% = 88,88 g 
Fett, davon Lecithin 37,44 g. 


Fett von D1 und D 2 im Mittel = 81,18 g Fett und 33,15 g¢ Lecithin. 





Gruppe Fett Lecithin 
B 33,445 g 5,192 g 
C 49,15 g 7,5825 ¢ 
D 81,18 ¢g 33,15 g 


Stellen wir die Zahlen von Gruppe B, C und D zusammen, so 
sehen wir eine so groBe Zunahme, daB wir zur Annahme berechtigt 
erscheinen, der Zusatz von Gelatine habe in der Tat die Entstehung 
von Lecithin ungemein begiinstigt. Wahrend die Zunahme von B 
zu C etwa 1/,g Fett und 0,1 g Lecithin pro die betrug, stieg hier die 
Fettmenge um etwa 2g pro die und 1,1 g Lecithin. 


Gerade diese enorme Zunahme des Fettes erweckte Zweifel. Man 
hatte an Vergleichstieren sehen miissen, wie dieser Zuwachs ohne 
die Gelatine bei Weiterfiitterung der Tiere von Gruppe C ausgefallen 
wire. Der Fettzuwachs ist aus der Stearinsiure und den Nahrungs- 
kohlenhydraten an sich méglich, besonders da der Kalorienbedarf 
des gewachsenen Huhnes vermindert und seine Fahigkeit, Fett anzu- 
setzen, erhéht zu denken wire. 
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Um diese Bedenken zu klaren, verschaffte ich mir die Nachkommen- 
schaft einer anderen Henne, diesmal schon in dem Zustand der Gruppe B, 
d.h. reichlich bei willkiirlichem Futter herangewachsen. Die Tiere muBten 
zuerst eine kurze Hungerzeit von einer Woche durchmachen, um sie ein- 
ander noch méglichst in ihrer Konstitution anzugleichen, was freilich nui 
sehr andeutungsweise gelang. Als ein Tier durch Hunger gestorben war, 
wurden zwei (Gruppe E) getétet, die anderen mit verschiedenem Futter 
genéhrt. Sie bekamen wie die vorigen als Grundkost 100 g Casein, 100 g 
Starke, 100g Zucker (erst Glucose, spiater Saccharose) Stearinsiéiure 
und Réhmannsches Salzgemisch. Das Casein wurde anfangs mit Alkohol und 
Ather extrahiert gegeben, um ein lecithinfreies Futter zu haben, spater 
wurde lecithinfreies Casein benutzt, das ich von der Firma Bauer & Co. 
erhielt, der ich hier meinen besten Dank ausspreche. Die Hiihner wurden ver- 
schieden lange gefiittert: von einer Woche nach dem Beginn der Fiitterung 
bis einen Monat nach dieser Zeit. Eine Gruppe erhielt zu der angegebenen 
Nahrung noch Gelatine (Gruppe H), eine andere (Gruppe J) erhielt Serin 
in Form von Seidenpepton als Zusatz. Bestand doch die Absicht, durch 
die Wiederholung des ersten Experimentes zu erkennen, ob wirklich durch 
Gelatine eine Erleichterung in der Lecithinbildung erreicht werden kénnte. 
Derselbe Gedankengang galt fiir Serin, das ich ja schon in dieser Zeitschrift 
211, 270, 1929 als eine mégliche Muttersubstanz des Cholins angesprochen 
hatte. Bei der Nahrung, die wir als Grundkost den Hiihnern reichten, ist 
ein direkter Bezug aus dem Casein fiir Glykokoll nicht méglich, denn Gly- 
kokoll fehlt im Casein vollsténdig, waihrend er fiir das Serin, das im Casein 
vorhanden ist, denkbar ist. 


Die Ergebnisse sind folgende: 


In der Hungergruppe E wiegt Huhn Nr. 14 komplett 640g, trocken 
100 g und enthalt 8,1% = 8,llg Fett mit 3,96g Lecithin. 

Huhn Nr. 13 wiegt komplett 590g, trocken 135g, enthalt 7,62 °% 
= 10,287 g Fett und 1,669 g Lecithin. 

In der Gruppe G mit der Grundfiitterung wurde Huhn Nr. 6 bis zum 
3. November (12 Tage) gefiittert, wog 755g komplett, trocken 160g, 
enthielt 22,83% = 36,528 g Fett mit 8,72 g Lecithin. 

Nr. 5, bis 8. Novenber (also 18 Tage) gefiittert, wiegt komplett 680g, 
trocken 145g, enthalt 13,88% = 20,226g Fett mit 4,35 g Lecithin. 

Gruppe G, Nr. 4 (26 Tage gefiittert), wiegt komplett 520g, trocken 
95g und enthaélt 14,79% = 14,05g Fett mit 5,7 g Lecithin. 

Von Gruppe H (Grundfutter plus Gelatine) wurde Huhn Nr. 8 14 Tage 
gefiittert, wiegt komplett 585g, trocken 120g, enthalt 9,205°% = 11,04¢ 
Fett mit 4,53 g Lecithin. 

Huhn Nr. 9 (Gruppe H) wird 24 Tage gefiittert, wiegt komplett 885 g, 
trocken 190g, enthalt 9,79% = 18,601 g Fett mit 11,81 g Lecithin. 

Huhn Nr. 7 (Gruppe H) wird 28 Tage gefiittert, wiegt komplett 805 g, 
trocken 170g, enthalt 10,95% = 18,615 g Fett mit 8,876 g Lecithin. 

In der nachsten Gruppe J wird zu dem Grundfutter Serin an zwei 
Tiere verfiittert. Huhn Nr. 11 (Gruppe J), 13 Tage gefiittert, wiegt komplett 
605 g, trocken 135 g, enthalt 23,62 % = 31,387 g Fett mit 3,566 g Lecithin. 

Huhn Nr. 10 (21 Tage gefiittert) wiegt komplett 720g, trocken 155 g, 
enthalt 10,375% = 17,1 g Fett mit 6,188 g Lecithin. 


Stellen wir die Mittelzahlen simtlicher Gruppen zusammen, 
so findet sich: 
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Im Hunger: 2,83 g Lecithin, nach Grundfutter 6,26 g Lecithin, 
nach Grundfutter plus Gelatine 9,02 g, nach Grundfutter plus Serin 
4.877 g. 

Das besagt, dai durch die Darbietung von Phosphor-, Fettsaure- 
und Glycerinmuttersubstanz ein Anstieg von 2,83 g auf 6,26 g geschieht. 
Eine weitere Stapelung von Lecithin erfolgt, wenn zur Erleichterung 
der Cholinbildung Glykokoll gegeben wird, wihrend Serin ganz er- 
folglos bleibt. 

Wir kénnen also wohl jetzt nach den Erfahrungen an Gruppe D 
und H annehmen, da Glykokoll einen férdernden EinfluB auf die 
Lecithinbildung habe. Es ist nicht gesagt, daB wir uns das Glykokoll 
direkt als Muttersubstanz des Cholins vorzustellen brauchen, obwohl 
diese Annahme die nachstliegende ist. Es kénnte ;so liegen, wie z. B. 
bei der Férderung der Blutbildung auf Arsen, wo ja das Arsen auch 
nicht materialspendend an der Blutbildung teilnimmt. Vorderhand 
gentigt uns die Férderung der Lecithinbildung durch Glykokoll. Der 
Gedanke ist vielleicht nicht ganz abwegig, da im Falle der Cholin- 
bildung seine Einbeziehung in das Lecithinmolekiil eine entgiftende 
Wirkung habe. 

Das Ergebnis unserer Untersuchungén ist also der Beweis, daB 
das Lecithin im tierischen Kérper aufgebaut werden kann, wenn die 
Paarlinge, insbesondere Fettsiuren und Phosphor, gegeben sind. Die 
Bildung des Cholins scheint aus verschiedenen Eiweifkérpern méglich 
zu sein, aber durch Darbietung von glykokollhaltigem Material sehr 
geférdert zu werden. 

Literatur. 


1) Rosenfeld, Fettbildung I und II, Ergebn. d. Phys., Jahrg. I u. IT; 
Berl. Klin.Wochenschr. 1904, Nr. 22u.23; Verh. d.D. Pathol. Ges. 1903, 8. 73; 
diese Zeitschr. 209, 312, 1909; 211, 270, 1909. — 2) Gubser, diese Zeitschr. 
198. 65, 1928. 3) Réhmann, Biochemie. Berlin, Springer, 1908, S. 109 
Diese Zeitschr. 64, 30, 1914. 








Uber die Verteilung der Aminosiuren zwischen Plasma und 
Erythrocyten. 


Von 
B. Messing. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit, 
Moskau.) 


(Hingegangen am 6. Dezember 1929.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


In den letzten Jahren ist die Aufnahme der Aminosauren durch 
die Erythrocyten mehrfach studiert worden. 


Im Jahre 1913 hat Costantino gefunden, da waihrend des Verdauungs- 
prozesses die Menge der Aminoséuren ausschlieBlich in den Erythrocyten 
wachst. Er nahm an, daB die Konzentrationserhéhung des NH,-N in den 
Erythrocyten aus zwei Quellen hervorgeht: einerseits aus dem eigenen 
EiweiBstoffwechsel der Erythrocyten, andererseits aus dem Transport des 
NH,-N in das Gewebe wahrscheinlich durch die Erythrocyten. Costantino 
stellte auch Versuche in vitro an, aus denen hervorging, dab die NH,-N- 
Menge in den Erythrocyten nur bis zu einer bestimmten Grenze wichst, 
die dem mittleren NH,-N-Gehalt in den Hundeerythrocyten auf der Héhe 
des Verdauungsprozesses entspricht. Er erklarte die Aufnahme des Amino- 
stickstoffs durch die Erythrocyten durch die Permeabilitét. Bang fiitterte 
Tiere mit Aminoséuren und fand eine NH,-N-Erhéhung im Blute, doch 
keinen Unterschied zwischen dem Gehalt an Aminostickstoff im Plasma 
und in den Formelementen. Er nahm an, daB die Erythrocyten fiir den 
NH,-N impermeabel sind, und fiihrte den verschiedenen Gehalt an NH,-N 
auf seine verschiedene Herkunft zuriick: er meinte, daB der NH,-N dem 
fermentativen EiweiBgehalt der Erythrocyten seine Entstehung verdankte. 
Um diesen Widerspruch aufzuklaren, untersuchten Sbarsky und Muchamedoff 
die Aufnahme der Aminoséuren durch die Erythrocyten in vitro. Sie 
arbeiteten mit gewaschenen Kaninchenerythrocyten und fanden, daB die 
letzteren einige von ihnen untersuchte Aminoséuren binden kénnen, und da8 
zwar Glykokoll und Alanin aufgenommen werden, aber nicht Leucin und 
Tyrosin. Es handelte sich nach ihrer Meinung um eine Adsorption. <Abder- 
halden und Kiirten fanden in den Versuchen mit gewaschenen Rinder- 
erythrocyten eine Aminoséureadsorption, welche der Freundlichschen 
Adsorptionsisotherme folgte. Die Versuche mit Pferdeerythrocyten ergaben 
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ein negatives Resultat. Das gleiche erreichte Kultjugin mit gewaschenen 
Hunde-, Katzen- und Rindererythrocyten. Die obengenannten Autoren, 
auBer Haussler, arbeiteten mit sorgfaltig mit physiologischer Kochsalz- 
lésung gewaschenen Erythrocyten. Sbarsky und Muchamedoff haben nach- 
gewiesen, da beim Waschen ein Teil der Aminoséuren in das Waschwasser 
iibergeht, auSJerdem kann man annehmen, daB beim Waschen der Erythro- 
cyten der Kolloidzustand der Oberflaichenschicht, die elektrische Ladung 
und andere physikalisch-chemische Eigenschaften verandert werden kénnen ; 
daraus folgt das Bestreben, die in vitro-Versuche unter mehr physiologischen 
Bedingungen anzustellen. Hdussler léste Aminoséiuren im Plasma, damit 
bekam er die Méglichkeit, die Aufnahme der Aminoséuren bestimmen zu 
kénnen, ohne die Erythrocyten waschen zu miissen. Er fand, daB die 
Aminoséureaufnahme von der Zeitdauer des Varbleibens der Erythrocyten 
zusammen mit clen Aminoséiuren abhingt: bei einem einstiindigen Zu- 
sammenbleiben mit den Erythrocyten wird mehr Aminoséure von den 
letzteren als bei einem zweistiindigen aufgenommen, dabei folgt im 
letzteren Falle die Aufnahme einer Kurve, die eine Mittelstelhing zwischen 
der Adsorptionsisotherme Freundlichs und der Konzentrationskurve nach 
Nernst-Henry, d.h. einer einfachen Verteilung einnimmt; bei einem ein- 
stiindigen Kontakt der Aminoséuren mit den Erythrocyten wachst die 
NH,-N-Konzentration in den letzteren proportional der in dem déuBeren 
umgebenden Milieu. Hdussler nimmt an, dal anfainglich die Aufnahme der 
Aminoséuren als Adsorption erfolgt, aber beim langeren Verbleiben der 
Aminoséuren zusammen mit den Erythrocyten im Brutschrank nach Art 
einer einfachen Verteilung dank der beginnenden Diffusion vor sich geht. 


Um die Frage zu klaren, unter welchen Bedingungen und auf 
welche Art die Aminosiuren aufgenommen werden, und angesichts 
der Rolle, die jetzt von Sbarsky den Erythrocyten im Organismus 
nicht nur als O-Ubertrager, sondern auch beim Aminosaurentransport 
zugeschrieben wird, habe ich nach Vorschlag von Herrn Prof. Sbharsky 
nochmals die Verteilung der Aminosdiuren zwischen den Erythro- 
cyten und dem Plasma untersucht, indem ich die Versu¢he mit Hunde- 
erythrocyten méglichst unter physiologischen Bedingungen anstellte. 
Wir haben unsere Versuche in der Voraussetzung angestellt, daB die 
Aminosaéuren fortwahrend von den Erythrocyten aufgenommen und 
wiederum an das Plasma abgegeben werden, und daf auf der Hohe 
des Verdauungsprozesses in den Erythrocyten ein Zuwachs von 
Aminostickstoff zu erwarten ist. 


Methodik. 


100 bis 130cem Hundeblut aus Vena jug. brachte man in ein 
Kélbchen hinein, das ungefahr 1,0 ccm gesattigter Kaliumoxalatlésung 
enthielt. Méglichst sofort bestimmte man mittels des Hamatokriten 
das Volumen der Erythrocyten, danach setzte man eine Reihe von 
groBen Zentrifugenréhrchen mit je 10cem Blut an; auBerdem diente 
eine Portion Blut zur NH,-N-Bestimmung im Gesamtblut eine andere 
wurde sofort zentrifugiert, um in 10ccm Plasma eine bestimmte 
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Menge einer Aminosaure ,,Kahlbaum‘‘!, und zwar 0,025 bis 0,1 g 
tlykokoll, 0,119 g Alanin, 0,1742 g Leucin usw. zu lésen. Die hergestellten 
Lésungen waren unter sich isotonisch, beim Mischen mit den Erythro- 
cyten riefen sie keine Hamolyse hervor. Die isotonischen Amino- 
sdurelésungen enthielten eine gleiche NH,-N-Menge. Wenn man also 
in das Réhrchen mit Blut ein bestimmtes Volumen der einen oder anderen 
Aminosaurelésung zusetzte, so hatte man es immer mit ein und derselben 
Menge Aminostickstoff zu tun. Es gelang nicht immer, den ganzen 
zugesetzten Aminostickstoff nachzuweisen, denn Leucin und Asparagin 
werden nicht einmal ganz im Plasma gelést, es bleibt immer ein wenig 
ungeléster Substanz zurtick. Solch eine Lésung wurde fiir die N H,-N- 
Bestimmung nochmals zentrifugiert, auch die obengenannten Réhrchen 
mit Blut warden zentrifugiert; aus jedem hob man eine bestimmte 
Menge Plasma ab, die durch dieselbe Menge Aminosaurelésung ersetzt 
wurde, so daB in allen Réhrchen das gleiche Volumen erhalten blieb. 
Die Versuche wurden in folgender Weise angestellt: das erste Réhrchen 
diente als Kontrolle, im zweiten Réhrchen ersetzte man 0,25 cem 
Plasma durch die entsprechende Menge Aminosiurelésung im Plasma, 
im dritten 0,5 cem usw. bis 1,25 bis 1,5 ccm. 

In einer Portion Plasma bestimmte man den Gehalt an NH,-N. 
Nachdem Aminosaurelésungen in die Réhrchen zugesetzt worden waren, 
schiittelte man die letzteren sorgfaltig durch und stellte sie auf '., Stunde 
in den Brutschrank bei 37°. Nach dem Stehen im Brutschrank wurden 
die Réhrchen wieder geschiittelt und in jedem vermittelst des Hamato- 
kriten das Volumen der Erythrocyten bestimmt, welches sich gewéhnlich 
nicht anderte, wenn nur alle Manipulationen schnell genug vor sich 
gingen und die Verdunstung méglichst vermieden wurde. Dann entnahm 
man aus jedem Réhrchen je 1 ccm Blut und setzte die 20fache Menge 
H,0O hinzu; die EnteiweiBung erfolgte durch wolframsaures Natrium, 
und im Filtrat bestimmte man den NH,-N nach der Methode von Folin 
durch naphtholsulfosaures Natrium. Die Réhrchen mit dem zuriick- 
gebliebenen Blut wurden nochmals zentrifugiert, um im Plasma 
den NH,-N zu bestimmen. Den Gehalt an NH,-N der Erythrocyten 
berechnete man aus der Differenz zwischen der NH,-N-Menge im Ge- 
samtblut und im Plasma. Man entnahm das Hundeblut immer niichtern, 
20 Stunden nach der letzten Fiitterung. Einmal untersuchte ich das 
Hundeblut nach 4tagigem Hungern; irgendwelche Abweichungen 
von den Beobachtungen anderer Versuche waren nicht zu bemerken. 
Ein Teil der Versuche wurde mit den Aminosauren, welche nicht im 
Plasma, sondern in physiologischer Kochsalzlisung gelést waren, 
ausgefiihrt, und eine bestimmte Menge Plasma in jedem Réhrchen 


1 Die Aminoséuren waren optisch inaktiv. Nur einmal wurde d-Alanin 
angewandt, es war dabei kein Unterschied zu merken. 
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wurde durch die entsprechende Menge Aminosaure ersetzt. Man beob- 
achtete dieselbe Art der Verteilung des NH,-N wie in den Versuchen, bei 
denen Aminosduren im Plasma gelést waren, obgleich ein geringer Zu- 
wachs an NH,-N im Plasma auf Kosten desjenigen in den Erythrocyten 
schon beim Zusatz von geringer Menge Kochsalzlésung allein erfolgte. 

Haussler beobachtete, daB, wenn man die Aminosaéuren in Kochsalz- 
lésung list, die Permeabilitaét verschiedener Erythrocyten, d. h. Erythro- 
cyten in einzelnen Versuchen, sogar bei ein und derselben AuBen- 
konzentration sehr stark wechselt. 

Die Resultate der Versuche sind in den Tabellen zusammen- 
gestellt; samtliche Werte auf 100 ccm Blut berechnet. 


Tabelle I. 0,1 g Glykokoll in 10 ccm des Plasmas. 








= g ig 
ot a eee Sigs | #8 | cesi#se.. § 
= E = ga | ™S re Se ser VeMe | 2 
i Nr. 5 mg-°/» | mg-9/, | mg-°l9 | mg-%/o Zz. z mg 
1 || 57,5 | 42,5 89 885 505 0,07 012 | 41,7 
2 57,5 425 128 | 781 50 O04 O12 | O08 4,6 
3 | 575 425 154 | 1087 508. 018 012! 06 9,2 
4 | 575 425 224 188 8,6 | 0,24 | 020 O08 13,8 
5 | 575 425 276 1897 863/ 033 | 020 06 18,4 
6 | 57,5 42,5 30,0 21,56 844/ 038 | 0,20 0,5 23.0 
7 575 425 832 | 2162 11,58/ 0388 | 027 0,72 27,6 
8 | 575 425 87.9 2443 1847) 048 032 0,74 32.2 
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Abb.1. 0,1 g Glykokoll in 10 cem Plasma geldst. 
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Tabelle II. 0,025 g Glykokoll in 10 ccm des Plasmas. 
| = = = 
: , ss ‘ 
g | & “s 5 gs gs | cts 25% . 
= B | 8 | 82 ™d | BE 8a | S38) 48M! 2 
s = wa <a | Pa | ae | Se | eam | A 
Pa | Mes | 8 ie 
Nr. al | mg-°/o mg-°/» mg-°/9 mg-/o Zz. Zz. mg 
1 | 64 36 | 84 896 | 4,44 | 0,061 0,124, 2,0 - 
o 5 36 | «90 4,6 4,44 | 0,071 | 0,122 1,7 1,15 
3 | 64 36 10,0 5,37 463 0,084 | 0,128 1,5 2,3 
4 | 64 36 11,5 7,87 3,63 0,123 0,100 0,8 3,45 
5 | 64 36 12,8 8,7 4,1 0,135 | 0,113 0.8 46 
6 | 64 36 145 96 49 | 015 01386) 09 5,75 
7 | 64 36 15,2 10,5 4,7 | 0,163 | 0,130 0,8 6,9 
8 || 64 36 16,0 1216 384 | 0,187 0,100 0,5 8,05 
0° 
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84 90 00 45 78 MS 160 
Abb. 2. 0,025 g Glykokoll in 10 cem Plasma gelist. 
Tabelle III. 0,119¢ Alanin in 10 ccm des Plasmas. 
at = “Se aa seem: aie 
- z 3 $F 5< S& | ssf Esié 8 
s gf ¢ | ao | gd | BS | #2 | S85) eblea | $e 
Ee | ¢ S | Be | se | £e | = | ESE BESS | &8 
£ 2 > 3 =< ee So | ees | 53/58 a= 
a E s | $3 | “2 | Be | da | see) Sem. 
Nr. cs _me-Plo_ meg-? lo meg-°/o mg-°/ Zz Zz. mg 
i | wt | 49 | 100 346. 654] 0067 01881 1,9 asi 
2 51 49 13,8 7,59 6,21 | 0,148 0,127 0,85 4 
3 51 49 18,0 10.2 7,8 0,200 0,159 0,79 8 
4 51 49 22,1 12,67 9,43 0.248 0,192 | 0,78 12 
5 51 14,22 2,0 | 0,279 | 0,245 0,88 16 
6 2,0 0.6 
7 7.5 1,0 
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Tabelle IV. 
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0,119 g Alanin in 10 cem Plasma geliést, 


0,029 75 g Alanin in 10 cem des Plasmas. 
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Tabelle V. 0,02975g d-Alanin in 10 ccm des Plasmas. 
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4 54 46 10,0 5,29 4,71 | 0,098 | 0,192 1,0 3,45 
5 54 46 10,6 5,67 4.93 0,105 0.197 1,0 4.6 
6 54 46 11,8 7,56 4,24 1,140 0,092 0,6 6,9 
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Abb. 5, 0,02975 g d-Alanin in 10 ¢em Plasma gelist 


Aus den Tabellen geht hervor, daB der Gehalt an NH,-N in den 
frisch aus dem Kérper entnommenen Erythrocyten immer héher 
als im Plasma ist; aber in dem MaBe wie man kiinstlich die AuBen- 
konzentration an NH,-N-Gehalt erhéht, indem man immer mehr 
Aminostickstoff hinzusetzt, andert sich die NH,-N-Menge in den 
Erythrocyten fast gar nicht oder steigt nur ein wenig an; wenn auch 
die Erythrocyten aus der AuBSenfliissigkeit geringe Mengen NH,-N 
aufnehmen, so haben sie doch die Tendenz, ihn gleich wieder an das 
Plasma abzugeben. Dies gilt aber nur bis zu einer gewissen Grenze. 
bei deren Uberschreiten fangt die NH,-N-Menge in den Erythrocyten 
an zu wachsen. In den Versuchen mit Glykokoll geschieht dies bei 
einem mittleren Gehalt von 16mg NH,-N im Plasma, berechnet auf 
100 ccm Blut, mit Leucin bei 12,6 mg, mit Alanin bei 14,0mg. Es 
sind dies Mengen, welche, wie aus friiheren Arbeiten in unserem 
Institut hervorgeht, in der Vena portae des Hundes auf der Hohe 
der Verdauung anzutreffen sind. Daraus folgt, daB normalerweise 
unter physiologischen Verhaltnissen die NH,-N-Menge in den Erythro- 
cyten nur sehr geringe Schwankungen aufweist ; eher sind die Erythro- 
cyten bestrebt, die einmal ihnen zukommende Menge beizubehalten. 
Die NH,-N-Konzentration im Plasma wiichst fortwahrend, so daB 
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die Konzentrationskurve, die urspriinglich in den Erythrocyten héher 
als im Plasma lag, die Konzentrationskurve des NH,-N im Plasma 
durchkreuzt und jetzt unter der letzteren verliuft. In den Versuchen, 
bei denen man das Glykokoll nicht im Plasma, sondern in der physiolo- 
gischen Lésung léste, wachst die NH,-N-Konzentration in den Erythro- 
eyten viel schneller, aber doch langsamer als im Plasma. Die Konzen- 
trationskurve folgt der Adsorptionsisotherme nicht, sie kann nur durch 
eine einfache Verteilungskurve ausgedriickt werden. Nur einige Ab- 
schnitte der Konzentrationskurve erinnern an die Adsorptionsisotherme, 
obgleich ein mathematischer Ausdruck fiir die Konstanten nicht ge- 

funden werden: konnte. 

Diese Versuche scheinen im Gegensatz zu denen der obengenannten 
Autoren zu stehen. Die letzteren, mit Ausnahme von Haussler, arbeiteten 
mit gewaschenen Erythrocyten. Es sind schon nicht mehr‘die gleichen 
Zellen, die ihre Lebensfahigkeit entfalten kénnen, eher stellen sie ein 
Kolloidsystem mit veriainderten Oberflachen dar, bei welchem die 
Adsorptionsfahigkeit, wie bei den meisten Kérpern, die sich im Kolloid- 
zustand befinden, scharf ausgedriickt ist. Costantino arbeitete mit 
Serum und nicht mit Plasma, und er bekam so niedrige Ziffern fiir 
den NH,-N-Gehalt des Blutes, wie sie nirgends in der Literatur an- 
zutreffen sind. AuBerdem fand er auch, obgleich urspriinglich die 
Erythrocyten mehr NH,-N enthalten, daB sie doch bei nachtraglichem 
Aminosaurezusatz weniger als das AuBenmedium enthielten. 

Was die Versuche von Hdussler betrifft, so sind die von ihm 
erhaltenen Kurven den unsrigen ahnlich. Aus seinen Tabellen geht 
hervor, daB bei einem %stiindigen Stehen im Brutschrank und bei 
geringer AuBenkonzentration die Erythrocyten fast keinen Amino- 
stickstoff aufnehmen, die eigentiimliche Aufnahme beginnt erst bei 
14mg Gehalt an Aminostickstoff in der AuSenkonzentration, wie 
es auch in unseren Versuchen der Fall ist. Bei einstiindigem Ver- 
bleiben im Brutschrank geht die NH,-N-Aufnahme in den Erythro- 
cyten so gut wie im Plasma vor sich, aber dabei fiigt Haussler hinzu, 
da8 ein langes Verbleiben im Brutschrank zur Diffusion beitragt, indem 
die Permeabilitat der Erythrocyten vergréBert wird; auf diese Weise 
kénnen die physiologischen Bedingungen nicht mehr eingehalten werden. 
Man kann annehmen, da8 bei der Blutzirkulation die Aufnahme des 
Aminostickstoffs von der Zeitdauer des Zusammenbleibens der 
Erythrocyten mit den Aminosduren nicht abhangig ist, eher kénnte 
man erwarten, daB im Organismus die Aufnahme momentan vor sich 
geht, denn fortwahrend gelangen in das GefaBsystem neue Mengen 
von Aminoséuren, unaufhérlich werden alte Erythrocyten zerstért 
und durch neue ersetzt. Wenn man eine Analogie ziehen will zwischen 
den Bedingungen, die im GefaiBsystem vorhanden sind und den Ver- 
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suchen in vitro, so ist zu ersehen, daB das Steigen der Konzentrations- 
kurve im Mittel bei 14mg Gehalt an Aminostickstoff in der AuBen- 
konzentration beginnt, einer GréBe, die normal sich auf der Héhe 
der Verdauung vorfindet, und so wird es wahrscheinlich, daB man 
es auch hier mit einer KonstantengréBe zu tun hat, die den anderen 
Konstanten im Blute analog ist, die auch sehr geringen Schwan- 
kungen unterliegt und die, soweit der Regulationsapparat funktioniert, 
sofort ausgeglichen wird. 

Die Betrachtung der Versuche in vitro verlangt, wenn man mit 
einem biologischen Objekt wie Erythrocyten arbeitet, viel Vorsicht: 
die Erscheinungen, die man bei der Aufnahme oder Adsorption der 
Aminosauren in einer so zusammengesetzten Umgebung, wie es die 
Erythrocyten sind, beobachtet, kénnen nicht als etwas Bestindiges 
betrachtet werden, denn die in einem bestimmten Moment adsorbierten 
oder aufgenommenen Korper kénnen einer chemischen Umwandlung 
unterliegen, und unsere Resultate werden unzweifelhaft durch andere 
sekundare Prozesse, die in der Zelle stattfinden, beeinfluBt. AuBerdem 
stellt der Erythrocyt nicht nur im chemischen, sondern auch im physi- 
kalisch-chemischen Sinne nichts Einheitliches dar — es handelt sich 
eher um einen ganzen Komplex von Kolloidsystemen, von denen jedes 
seine eigene Oberfliche und, wie Abderhalden richtig bemerkt, jedes 
seine eigene Dispersionsfahigkeit, verschiedene elektrische Ladung, 
Hydratationsfahigkeit und endlich eine andere Quellungseigenschaft 
besitzt — mit einem Worte, die physikalisch-chemischen Eigen- 
schaften der Erythrocyten sind viel schwerer zu untersuchen, als 
irgendwelche anderen EiweiBteilchen im GefaBsystem. 

Nur Versuche in vitro kénnen endgiiltig iiber die Verteilung der 
Aminosauren im Blute zwischen Plasma und Erythrocyten entscheiden. 
Die Versuche von Bang, die er in vivo ausfiihrte und die die Undurch- 
dringlichkeit der Erythrocyten fiir Aminosdiuren nachwiesen, miissen 
unter Anwendung einer vollkommenen Methodik nachgepriift werden. 


SebluBfoigerungen. 


1. Die Verteilung des Aminostickstoffs zwischen Plasma und 
Erythrocyten des Hundeblutes hangt nicht von den Eigenschaften 
der einzelnen Aminosaéuren ab, zeigt eine Konzentrationskurve, die 
fiir alle angewandten Aminosiauren fast gleich ist. 

2. Die isotonischen Lésungen der Aminosauren (Glykokoll, Leucin, 
Alanin und Asparagin), die in vitro zum Hundeblut zugesetzt wurden, 
werden von den Erythrocyten nur beim Uberschreiten einer gewissen 
Grenze in der AuBenkonzentration aufgenommen. 

3. Die Erythrocyten, die sich in einer Umgebung, die an N H,-N- 
Konzentration derjenigen im Organismus nahe steht, befinden, behalten 
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die Aminostickstoffkonzentration, die ihnen im Organismus eigen 
war, bei. 

4. Der Beginn des Ansteigens der Konzentrationskurve in den 
Erythrocyten hangt nicht so sehr vom Zufiigen einer oder der anderen 
Aminosaure ab, denn in den Grenzen einer und derselben Aminosiure 
begegnet man denselben Schwankungen, wie von den Eigenschaften 
der Erythrocyten selbst, vielleicht auch vom Grade ihrer urspriinglichen 
Sattigung an Aminosauren. 

5. Die Aufnahme der Aminosauren folgt der einfachen Verteilungs- 
kurve, die nur in einigen Abschnitten an die Adsorptionskurve er- 
innert, ohne mathematisch ausgedriickt werden zu kénnen. 


Anbei erlaube ich mir, meinen innigsten Dank Herrn Prof. B. Sharsky 
fiir seine Leitung bei der Arbeit auszusprechen. . 
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Uber Ammoniakbildung in der Niere’. 
Von 
A. Bornstein und Giinther Budelmann. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Hamburgischen Universitat 
Krankenhaus St. Georg.) 


(Eingegangen am 6. Dezember 1929.) 


Uber Ort und Art der Ammoniakbildung im Tierkérper haben 
sich unsere Anschauungen in den letzten Jahren sehr geindert. Be- 
sonders wurde das Problem der Beziehungen der Niere zum N H,-Stoff- 
wechsel lebhaft diskutiert. 


Es waren in erster Linie die Arbeiten von Nahs und Benedict?, die auf 
diesem Gebiet bahnbrechend waren. Sie untersuchten das Blut der Nieren- 
arterie und der Nierenvene, und sie fanden im venésen Blute die doppelte 
NH,-Menge wie im arteriellen. Sie schlossen hieraus und aus anderen 
Tatsachen, daB erhebliche Mengen NH, in der Niere gebildet werden, da 
man nicht nur das NH,-Plusim Venenblut, sondern auch das gesamte im 
Urin ausgeschiedene NH, als in der Niere gebildet ansehen miisse. Ihnen 
schlossen sich im Prinzip die Mehrzahl der weiteren Untersucher an, wir 
nennen nur Parnas und Klisiecki*, Bliss*, Ambard und Schmid, Fontés 
und Yovanovitch® und namentlich neuerdings in technisch sehr guten 
Beobachtungen Gottlieb’. Allerdings bestehen in einzelnen Punkten noch 
Differenzen. So glaubt Bliss, daB auch andere Organe auber der Niere an 
der NH,-Bildung beteiligt sind, Parnas und Klisiecki sprechen dem Darm 
eine wichtige Rolle zu, und in den Arbeiten unseres Instituts® ist darauf 
hingewiesen worden, da®B sich in der Leber aus Aminoséuren ganz be- 
trachtliche Ammoniakinengen bilden kénnen. Es gelang ferner in Nieren- 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Ella-Sachs-Plotz-Foundation. 

2 Nash und Benedict, Journ. of biol. Chem. 48, 463, 1921; 51, 183, 1922; 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 130, 1924. 

3 Parnas und Klisiecki, diese Zeitschr. 169, 254, 1926. 

4 Bliss, Journ. of biol. Chem. 67, 109, 1926; Science 67, 515, 1928. 

5 Ambard und Schmid, C. r. soc. biol. 86, 604, 1922. 

6 Fontés und Yovanovitch, ebendaselbst 92, 1406, 1925; 98, 271, 1925. 

7 Gottlieb, diese Zeitschr. 194, 163, 1928. 

8 Bornstein und Roese, ebendaselbst 212, 127, 1929; Bornstein, eben- 
daselbst 212, 137, 1929. 
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schnitten zunéchst Warburg!, den Nachweis einer betrachtlichen N H,-Ab 
gabe zu erbringen, von der er aber annimmt, da sie nicht auf chemische 
Prozesse, sondern auf eine physikalische Abdunstung in den Nierenschnitten 
vorhandenen Amioniaks zuriickzufiihren sei. Im Gegensatz dazu fiihrt 
Gyérgy? die N H,-Abgabe der Nierenschnitte auf chemische Prozess® zuriick, 
schlieBt sich also im wesentlichen der Deutung Nash und Benedicts an. 
Uber die Innervation der Niere liegen Befunde von Ellinger und Hirt*® vor, 
die eine doppelte sympathische Regulation der NH,-Bildung annehmen. 

Allerdings sind diese Ansichten auch gelegentlich angezweifelt worden, 
so von Brandt-Rehberg*, oder fanden sogar Widerspruch, z. B. von Addis, 
von Henriquez und namentlich von Cholopoff*. Dieser Forscher arbeitete 
an Hunden, denen er nach der Londonschen Methode die A. und V. renalis 
disloziert hatte, so da8 er nach Heilung der Operationsnarben aus den 
GefaBen direkt ohne weiteren Eingriff Blut entnehmen konnte. Die Arbeits- 
bedingungen waren also so giinstig wie méglich. Er konnte einen Unterschied 
im NH,-Gehalt des arteriellen und des venésen Nierenblutes nicht finden. 

Unter diesen Umstanden erschien es uns wiinschenswert am Starling- 
schen Praparat der itiberlebenden Niere N H,-Bestimmungen anzustellen. 
Das gleiche Blut flieBt dabei wieder durch die Nieren, so daB sich das Blut 
mit NH, anreichern kann, wahrend im ganzen Tier das gebildete, tiber- 
schiissige N H, sehr schnell in der Leber zu Harnstoff verwandelt wird, ganz 
abgesehen von der Komplikation, die durch Gérungsvorgange im Darim 
und Eintritt von NH, durch die Darmvenen ins Blut entstehen. 

Lie8 sich bestatigen, da8 NH, tatsachlich in der Niere gebildet wird, 
so war die Frage, welche Substanzen als Vorstufen des N H, anzusehen sind. 
Die Ansichten dariiber sind verschieden. Nash und Benedict denken an 
Harnstoff, Bliss® glaubt gefunden zu haben, da’ das NH, aus den Amid- 
gruppen der Eiweiikérper direkt in die Niere abgespalten wird. Von andoren 
Autoren wird der Ammoniakmuttersubstanz Parnas’ eine Rolle zu- 
gesprochen; Embden’ tand eine NH,-Bildung im Nierenbrei, von der sich 
ein groBer Teil auf NH,-Abspaltung aus Adenylséure zuriickfiihren lie’, 
ein anderer Teil auf noch unbekannten Prozessen beruhte. Ob sich diese 
Breiversuche auf das ganze Organ itibertragen lassen, ist; nach unseren 
Erfahrungen nicht mit Sicherheit zu sagen. Auch in anderen Organen, die 
unter partiell anoxybiotischen Bedingungen sich befinden — und dazu 
gehért sicherlich Organbrei — finden solche N H,-Bildungen statt*, ohne 
daB man berechtigt ware, diese Prozesse in allen Punkten mit den Lebens- 
auBerungen des normalen Organismus véllig zu identifizieren. 

Unterdessen war in unserem Institut gefunden worden, da’ im Gesaint- 
organismus und insbesondere in der Leber NH, in groBen Mengen aus 
Aminosiuren gebildet wird*®. Diese Tatsache legte uns die Frage nahe, ob 


1 Warburg, Posner und Negelein, diese Zeitschr. 152, 339, 1924. 

2 Gyérgy und Keller, ebendaselbst 210, 434, 1929. 

3 Ellinger und Hirt, Arch. f. exper. Pathol. 106, 135, 1925. 

4 Brandt- Rehberg, Physiol. papers dedicated to Krogh, 8. 248. Copen- 
hagen 1926. 

5 Cholopoff, Piliigers Arch. 214, 320, 1926. 

® Bliss, Journ. of biol. Chem. 81, 137, 1929. 

7 Embden, Verh. d. deutsch. physiol. Ges. in Kiel 1929. Ferner Wasser- 
meyer, Arch. f. exp. Pathol. 148, 117, 1929. 

8 Bornstein und Roese, Arch. f. exper. Pathol. 145, 277, 1929. 

* Dieselben, diese Zeitschr. 212, 127, 1929. 
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nicht auch in der Niere ein Teil der NH,-Bildung auf Kosten der Amino- 
séuren vor sich gehe. 


Wir haben uns daher folgende Aufgaben gestellt : 

1. zu untersuchen, wie groB die spontane NH,-Bildung im 
Starlingschen Nierenpriparat sei. 

2. zu untersuchen, ob die Niere imstande ist, aus Aminosauren 


NH, abzuspalten. 


I. Versuche am Starlingschen Nierenpriparat. 


Die Herstellung des Starlingschen Herz-Lungen-Nierenpraparates 
geschah in der tiblichen Weise; es war deswegen fiir unsere Frage- 
stellung brauchbar, weif nach Beobachtungen von Bornstein und 
Roese (1) am Herz-Lungenpraparat (allein ohne Niere) eine Bildung 
von Ammoniak nicht stattfand. Es wurde der Urin in \stiindigen 
Portionen aufgefangen, ebenso in '/, stiindigen Intervallen Blut 
zur NH,- Bestimmung entnommen. Da das Durchstrémungsblut 
immer wenige Stunden vor Beginn der Durchblutung entnommen 
war, war der NH,-Gehalt von vornherein sehr hoch. Es _ hatte 
aber, wie sich zeigte, seinen héchsten Wert noch nicht erreicht, 
und so wurden wahrend des Versuchs Blutproben steril bei 38° im 
Brutschrank gehalten und ebenfalls von Zeit zu Zeit auf ihren N H,- 
Gehalt untersucht. Der gemessene spontane Anstieg des NH, warde 
vom NH,-Anstieg des Durchstrémungsblutes abgezogen. Die so be- 
rechnete wahre NH,-Zunahme des Blutes wurde zu der im Urin aus- 
geschiedenen NH,-Menge addiert, der erhaltene Wert gab die NH,- 
Bildung der Niere in der bestimmten Zeit an. Die Versuchsdauer 
war meist 1 bis 2 Stunden. 


Ein Beispiel der Berechnung: 


Versuch vom 29. Juni 1929, 10 05’. Blut-NH, 0,350 mg-%. 
11h 05’ NH, des Durchstrémungsblutes. . . . 0,555% 
des Blutes im Brutschrank ........ . 0,395% 


Im Blute zwischen 10°” und 11° also 0,395 — 0,350 = 0,045 mg-% 
NH, gebildet. In der gleichen Zeit nahm die NH,-Menge des Durch- 
strémungsblutes um 0,555 — 0,350 = 0,205 mg-% zu. Davon stammt 
aus dem Nierenpraparat 0,205 — 0,045 = 0,160 mg-%. 


Im Apparat waren 1,50 Liter Blut. Aus der Niere ins Blut also 0,160 
. 15,0 = 2,40 mg NH, iibergegangen. 

Urinmenge von 10505’ bis 11" 05° 16,0 ccm, darin 2,56 mg NH;-N 
enthalten. Von der Niere in Urin und Blut abgegeben 2,40 plus 2,56 
= 4,96 mg NH,-N in der Stunde. In der Stunde von 11! 05’ bis 12h 05’ 


4,96 + 7,99 


ebenso 7,99 mg NH,;-N abgegeben. im Mitte] also = 6,47 mg 


2 
NH,-N in der Stunde. Gewicht der Niere 39g. Pro Stunde und Gramm 
Niere also 6,47: 39 = 0,166 mg NH,-N von der Niere abgegeben. 
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Tabelle l gibt eine Ubersicht dieser sieben Versuche. In allen 
Versuchen war NH, in der Niere entstanden, und zwar in Mengen, 
die die Fehlergrenzen der Methodik um ein Vielfaches iiberschreiten. 
Die NH,-N-Abgabe schwankt mit einer Ausnahme nur in den relativ 
engen Grenzen von etwa 0,1 bis 0,2 mg pro Gramm Niere und Stunde. 
Der eine aus der Reihe fallende Versuch ist der erste, den wir gemacht 
haben. Wenn wir ihn nicht einbeziehen, so ergibt sich als Mittel eine 
NH,-N-Abgabe von 0,156 mg oder eine Ammoniakabgabe von 0,189 mg 
je Gramm Niere und Stunde. 


In einigen Versuchen wurde die NH,-Bildung nur | Stunde, in 
anderen 2 Stunden lang bestimmt. In dieser zweiten Stunde fand 
sich keine Abnahme, sondern eher eine Zunahme. Wir méchten auf 
diese Differenz keinen allzu groBen Wert legen, sondern sie mehr als 
einen Zufallsbefutd betrachten. 

Man kénnte sich fragen, ob die Abgabe einer Bildung von NH, 
gleichzusetzen ist oder ob nur eine Art physikalischer Abdunstung 
aus der Niere statthat. Solange die Niere noch im Organismus des 
Tieres sich befand, stand sie mit dem normalen Blute des Tieres in 
physikalischem Gleichgewicht. Bei der Durchblutung setzt sie sich 
ins Gleichgewicht mit einem Blute, das, wie oben ausgefiihrt, sehr 
viel NH,-reicher ist, etwa zehnmal soviel NH, enthalt wie normal. 
Wenn also durch die physikalischen Bedingungen ein Austausch zwischen 
Niere und Blut stattfande, miiBte der NH,-Gehalt des Blutes abnehmen. 
Das Gegenteil tritt ein. Wir miissen demnach Gyérgy und Keller (I. c.) 
recht geben, daB die NH,-Abgabe einer NH,-Bildung in der Niere 
entspricht. 

Aus den Versuchen ist zu schlieBen, daB die NH,-Bildung auch 
ohne Zusammenhang mit dem Zentralnervensystem vor sich geht. 
Das besagt noch nicht, daB nicht etwa nervése Einfliisse, wie Ellinger 
und Hit (l.c.) meinen, die NH,-Bildung weitgehend modifizieren 
k6nnen. 

Wir kénnen noch versuchen, die NH,-Bildung in der tiberlebenden 
Niere mit den Notwendigkeiten des Stoffwechsels des niichternen 
Tieres in Beziehung zu bringen. Ein Hund von etwa 20 kg besitzt 
zwei Nieren zu je 40 g, zusammen 80g Niere. Er bildet fir je 1 g in 
1 Stunde 0,189 mg NH,-N im Durchschnitt, in 24 Stunden also 4,5 mg, 
fiir beide Nieren 4,5 . 80 mg =: 0,36g NH,-N. Diese Zahl wire zu ver- 
gleichen mit der NH,-Ausscheidung im Urin an einem ersten Hungertag. 
Nach Benedict! werden am ersten Hungertage etwa 6°, des gesamten 
Harnstickstoffs in Form von NH, ausgeschieden. Unseren 0,36 g NH,-N 


1 F.G. Benedict, A study of prolonged fasting, Camegie Inst. Report. 
Washington 1915. 
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wiirde demnach am ersten Hungertage ein Wert einer Gesamt-N- 
Ausscheidung im Urin von 6 g N entsprechen, ein etwas niedriger Wert, 
der aber durchaus noch innerhalb des Méglichen liegt, besonders bei 
Tieren, die, wie unsere Versuchstiere, an den Tagen vor dem Versuch 
eine recht kohlenhydratreiche Kost bekommen haben. 

Ahnlich ist es im Zustande des Eiwei8minimums. So ist die mini- 
male N-Ausscheidung eines Hundes im Urin 0,16 g pro Kilogramm. 
Diese Werte beziehen sich auf kleine Hunde, sind daher fiir unsere 
20-kg-Hunde nach der T'erroineschen Formel umzurechnen. Dann ergibt 
sich etwa 0,012 g pro Kilogramm, fiir 20 kg also 2,.4gN. Davon sind 
14°, NH, im N-Minimum! = 0,34g (NH,)N. Auch diese Menge 
wiirde ungefahr dem NH, entsprechen, das die Niere in unseren Ver- 
suchen gebildet hat. 


Il. Ammoniakbildung aus Aminosiuren. 


In einer friiheren Arbeit hatten Bornstein und Roese (1) festgestellt, 
daB aus Amincsauren hauptsaichlich NH, in der Leber abgespalten 
wiirde, in ganz geringem Mafe auch in der Lunge. Die Extremitaten 
konnten die Aminosauren nicht desaminieren. 

Damals war es nicht méglich gewesen, aus Versuchen am iiber- 
lebenden Organ eine Desaminierung in der Niere mit absoluter Sicherheit 
festzustellen. Es waren drei Versuche am Starlingschen Nierenpraparat : 

20. November 1928: NH,-Bildung pro Gramm u. Stunde: 0,298 mg 


2. Januar 1929: Wi sa af ro ye 0,244 ,, 
16. Juli 1929: NH,- ” ” ” ” ” 0,416 ” 


Das Mittel dieser Werte betragt 0,320; es ist verglichen mit dem 
Normalwert 0,166 wesentlich erhéht — etwa auf das Doppelte; es 
zeigt, daB mit Wahrscheinlichkeit die NH,-Bildung aus Aminosauren 
in der Niere bejaht werden mu. Doch hielten wir es fiir notwendig, 
weitere Versuche anzustellen. : 

Es schien uns dazu eine andere Versuchsanordnung eher angebracht 
zu sein, die wir auch sonst schon bei ahnlichen Fragestellungen an- 
gewandt haben: die Beobachtung am eviscerierten Tiere. Wir hatten 
den Versuchstieren die Eingeweide entfernt: Magen-Darm mit Milz 
und Pankreas, Nieren und Leber, soweit dies ohne Verletzung der 
Vena cava inf. méglich war. Bei den so praparierten Tieren anderte 
sich der NH,-Gehalt des Blutes wahrend mehrerer Stunden nicht; 
auch dann nicht, wenn man Aminosauren, z. B. Glykokoll, intravendés 
gab. Die Versuchsanordnung hat den Vorteil, daB die Haupt-N H,- 
Bildnerin, die Leber, ausgeschaltet ist, ebenso wie der Darm, von dem 


1 S. Bertram und Bornstein in Bethes Handb. d. norm. u. pathol. 
Physiol. 6, 92 u. 94. 
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auch, wie O. Cohnheim zuerst zeigte, unter Umstanden gréBere Mengen 
NH, in den Kreislauf gelangen kénnen. Wir anderten die Versuchs- 
anordnung nun insofern, als wir die Nieren in Verbindung mit Aorta 
und V. cava stehen lieBen; im iibrigen sind die Werte mit den der vdéllig 
eviscerierten Tiere streng vergleichbar. 


Es ergab sich bald, daB in so operierten Hunden die N H,-Bildung 
der Nieren deutlich bemerkbar war. Tabelle IJ gibt die Versuche 
ohne Aminosaurezusatz wieder. In diesen Versuchen ist der Anfangs- 
wert des Blut-N H, schon recht hoch. Das riihrt daher, daB die Proben 
in Morphium-Chloralose-Narkose unmittelbar vor Beginn der Operation 
entnommen waren. Wahrend der Operation, die weniger als 1, Stunde 
dauerte, setzte eine starke NH,-Bildung ein, die nach der Operation 
langsam, aber stetig sich fortsetzte. 


Wir kénnen annehmen, daB die Niere das einzige Organ ist, das 
am eviscerierten Tiere eine NH,-Bildung macht, da in den friiheren 
Versuchen, in denen auch die Nieren herausgenommen waren, das 
Blut-NH, konstant blieb. Wir kénnen daher die NH,-Zunahme auf 
die Nieren beziehen und eine grobe Schiatzung des von den Nieren 
gebildeten NH, folgendermaBen vornehmen: 




















Tabelle II. 
NH,-Gehalt (mg-%) des Blutes eviscerierter Tiere. Niichtern-Versuche. 
Vor der pier Nach der Operation nai eeaey : 
Operation || sofort 1/g Std. 1Std. | 1, Std. | 2Std. | 2t/, Std. 3 Std. 
0,09 = 0,18 0,17 0,23 0,26 | — 0,28 
0,06 0,13 — 0,16 0,19 0,20 | 0,2 0,24 
0,06 -- 0,14 0,14 020 | 0,26 0,30 — 
0,04 0,15 0,20 0,19 0,19 016}; — _ 
0,06 0,20 — 0,19 0,20 0,17 - — 
Mittel. 
0,06 0,16 0,18 0,17 0,20 0,21 0,25 0,26 
Tabelle III. 


NH,-Gehalt (mg-%) des Blutes eviscerierter Tiere. Glykokoll-Versuche. 





Vor der || Nach der Operation 





Operation | sofort 1g Std. | 1Std. | 11, Std. | 2Std. | 2, Std. | 3 Std. 
0,05 0,96 0,09 0,38 0,61 0,61 0,68 0.63 
0,07 0,155 a 0.45 0,78 ac 0,89 a 
0,09 0,15 6.27 | 0,58 0,58 0,58 ian ii 
0.09 0,12 Rae eat 0,79 0,80 rl ian 

Mittel. 
0,08 0,12 0,32 0,47 0,69 0,66 | 0,79 0,63 
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Ein Hund von 10 kg besitzt ungefahr 40 g Niere. Das wire pro 
Kilogramm 4 g Niere. Das Blut-NH, stieg in 3 Stunden um 0,1 mg- °,,. 
Wir kénnen annehmen, daB der NH,-Gehalt der Gewebe in ahnlicher 
Weise zunehmen wird. Auf 1 kg Hund kommen etwa 700 g Fliissigkeit, 
darin hatte das NH, um 0,7 mg zugenommen. Zu 1 kg Hund gehéren 
4 g Nieren, pro Gramm Niere ist in 3 Stunden also 0,7:4 = 0,18mg N Hg, 
in 1 Stunde 0,07 mg NH,-N aus den Nieren ins Blut itibergegangen. 
Am Starlingpraparat ist, wie eine kleine Rechnung ergibt, pro Gramm 
Niere und Stunde 0,09 mg NH,-N ins Blut gekommen. Bei den groBen 
Fehlerquellen einer solchen Schitzung ist es bemerkenswert, dab 
die Werte immerhin der GréBenordnung nach nicht allzu weit vonein- 
ander abweichen. 

In der nachsten Versuchsreihe wurde sofort nach Beendigung 
der Operation 1,0 g Glykokoll pro Kilogramm Tier gegében (siehe 
Tabelle TIT). Es zeigt sich, verglichen mit Tabelle I1, daB® tatsachlich 
eine NH,-Bildung statthat. Sie ist, absolut genommen, nicht sehr 
groB, tritt aber doch ganz deutlich in Erscheinung. Wahrend am 
unversehrten Tiere das Blut-NH, um etwa 2 mg-°, ansteigt, ist durch 
die Nieren allein ein Anstieg um im Mittel 0,5 mg-°%, bewirkt. Am 
unversehrten Tiere ist die Desaminierung, wie aus unseren friiheren 
Versuchen hervorgeht, im wesentlichen durch die Leber bedingt. Das 
Gewicht der Leber betragt etwa das Sechs- bis Siebenfache des Ge- 
wichtes der beiden Nieren, die durch Glykokoll bewirkte Erhéhung 
des Blut-N H, durch die Leber etwa das Vierfache der durch die Nieren 
hervorgerufenen. So ist, auf die Gewichtseinheit berechnet, die Niere 
als desaminierendes Organ der Leber durchaus gleichwertig. Ge- 
naueres laBt sich nicht sagen, weil die NH,-Bildung, die wir finden, 
immer nur die Differenz zwischen der wahren NH,-Bildung und der 
weiteren Bildung von Harnstoff aus NH, ist, und es ware durchaus 
méglich, daB in der Fahigkeit, NH, in Harnstoff zu verwandeln, bei 
Leber und Niere wesentliche Unterschiede bestehen. 

Haben wir in der Niere die Fahigkeit nachgewiesen, Aminosauren 
unter NH,-Abspaltung zu zerlegen, so werden wir auch annehmen 
diirfen, daB die Niere in der Lage ist, ihren Kraftwechsel zu einem 
gréBeren oder kleineren Teil aus EiweiBkérpern zu bestreiten. 

Die Frage, ob die Niere im niichternen Zustand fiir die Bildung 
von NH, Aminosauren heranzieht, laBt sich durch unsere Versuche 
nicht mit Sicherheit lésen. Ein Hund von 30 kg Gewicht im Hunger 
scheidet wihrend mehrerer Monate taglich 20 g N im Urin aus; davon 
ein Drittel, etwa 7 g taglich, in Form von NH. Es ist klar, daB dieses 
zum gréBten Teil in der Niere gebildete N H, letzten Endes aus Amino- 
sduren stammen mu. Ob aber die Niere das N Hg, das sie im Hunger 
ausscheidet, direkt den Aminosaéuren entnimmt, oder ob erst in anderen 
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Organen eine ,,Ammoniakmuttersubstanz‘ gebildet wird, die in der 
Niere ihr Ammoniak abgibt, das ist die Frage. Wir haben bewiesen, 
daB& die Niere sehr wohl imstande ist, aus zugefiihrten Aminosduren 
NH, zu bilden. Da im Blute auch des Hungertieres immer noch be- 
trachtliche Mengen Aminosiuren enthalten sind, so ist wohl anzu- 
nehmen, da auch diese Aminoséuren bei Bedarf Ammoniakbildner 
sind. Ob aber auBer Aminosiuren noch andere Vorstufen des NH, 
in der Niere enthalten sind, kénnen wir nicht sagen. Fiir den Nierenbrei 
hat Embden nachgewiesen, daB er auch aus Adenylsiure NH, bildet; 
ob auch das unversehrte Organ dazu imstande ist, wissen wir nicht. 


Zusammenfassung. 


1. Am Starlingsehen Priparat der iiberlebenden Niere laBt sich 
regelmaBig eine NH,-Bildung nachweisen, und zwar betragt die NH,- 
Bildung der Niere niichterner Hunde im Durchschnitt 0,189 mg NH, 
pro Gramm Niere und Stunde. 

2. Sowohl in Versuchen an der iiberlebenden Niere als auch an 
den Nieren partiell eviscerierter Hunde findet sich eine N H,-Bildung 
aus Glykokoll, und zwar ist der Anstieg des Blut-NH,, auf die 
Gewichtseinheit Organ berechnet, bei der Niere von etwa der gleichen 
GréBenordnung wie bei der Leber. 
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Oxalsiure in Schimmelpilzkulturen. 


Von 
T. Chrzaszez und D. Tiukow. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan mit Unterstiitzung der ,,Naukowa Organizacja CGorzelnictwa“.) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1929.) 


Von Produkten, welche ganz sicher bei der Zersetzung der Kohlen- 
hydrate durch Schimmelpilze festgestellt sind, und zwar den hier ent- 
stehenden Sauren, verdient Oxalsiure hinsichtlich ihrer Entstehung 
und Anhaufung, wie auch ihres Verhaltnisses zu anderen hier sich 
bildenden Produkten, besondere Beachtung. Wir finden sie in gréBerer 
oder kleinerer Menge in auf Zuckernahrbéden geziichteten Kulturen 
vor, was darauf hinweist, daB diese Saure ein Zersetzungsprodukt des 
Zuckers darstellt. Gewéhnlich unterliegt sie weiterer Zerlegung bis zu 
Wasser und Kohlensaure. Ihre Entstehung und ihr Verbrauch sind also 
Ausdruck der Energetik sich hier bei den Schimmelpilzkulturen voll- 
ziehender Prozesse. Weiter finden wir sie in Schimmelpilzkulturen 
mit Aminosaéuren vor, wobei ihre Entstehung und Anhaufung in ge- 
wissem Grade mit dem gleichzeitigen Desa minierungsprozesse zusammen- 
hangt. Manchmal geht die Entstehung und Anhaufung der Oxalsaure 
in Kulturen auf Zuckernahrbéden derart vor sich, daB es scheint, als 
ob hier Ursachen besonderer Natur vorliegen. 

Die Oxalsiureentstehung in Schimmelpilzkulturen war schon Brefeld 
im Jahre 1874 bekannt, jedoch den ersten Nachweis, da Oxalséure in 
freiem Zustande lediglich bei Darbietung von Kohlenhydraten oder chemisch 
verwandten Substanzen von Pilzen, zumal von Aspergillus niger aus- 
geschieden wird, fiihrte C. Wehmer'. Aspergillus niger wurde also als 
typischer Oxalsiurebildner unter den Schimmelpilzen angesehen. Weitere 
Untersuchungen in dieser Richtung zeigten jedoch, daB diese Ansicht 
nicht ganz zutrifft, denn wir finden auch soleche Formen dieser Pilze, die 
nicht imstande sind, Oxalsiure anzuhéiufen*, bzw. nur ausnahmsweise, 
unter ganz besonderen Bedingungen, und dann auch nur in sehr geringer 


Menge. Deshalb hat Wehmer spater zwei physiologische Gruppen unter 
Aspergillus niger unterschieden, und zwar die Citronenséurebildner (Ver- 


1 C. Wehmer, Bot. Ztg. 49, 233, 1891; Ann. 269, 383, 1892. 
2 OC. Wehmer, Centralbl. f. Bakt. I], 3, 103, 1897; O. Emmerling, eben- 
daselbst 10, 273, 1903. 
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treter Aspergillus niger japonicus) und die Oxalséiurebildner (Aspergillus 
niger cinnamomeus'). Die erste Gruppe kann in Kulturen mit Zucker- 
néhrbéden meistens keine Oxalsiure anhiufen und ist auch nicht imstande, 
Citronensaéure bzw. deren Salze in Oxalséiure zu verarbeiten, woraus Wehmer 
schlieBt, daB die Zersetzung der Citronenséure in diesem Falle nicht iiber 
die Oxalséiure vor sich geht. Jedoch fand Wehmer spiter auf Kulturen mit 
Ca-Gluconat bei einem Pilz dieser Gruppe neben Citronenséure auch Spuren 
von Oxalséure ?. 

Die zweite Gruppe dieser Schimmelpilze ist charakterisiert durch 
Anhaufung von Oxalsiure in Kulturen auf Zuckeméhrbéden und die 
Fahigkeit, Citronenséure vollsténdig in Oxalséiure umzuarbeiten!. In 
Ca-Gluconatkulturen hauft diese Gruppe fast ausschlieBlich Oxalat an 
und nur vereinzelt Spuren von Citrat. 


Die obigen Ausfiihrungen schlieBen jedoch nicht die Méglichkeit 
aus, daB diese physiologischen Unterschiede nur quantitativ sind, als 
Folge ungleicher Geschwindigkeit der einzelnen Phasen hier verlaufender 
Prozesse. Die Tatsache der Feststellung sogar sehr geringer Mengen von 
Oxalsaure bei der ersten Gruppe und von Citronensaure bei der zweiten 
Gruppe spricht unserer Ansicht nach eher dafiir, daB es sich hier nicht 
um Bildung bzw. Nichtbildung, sondern um Anhaufung bzw. Nicht- 
anhaufung handelt, und deshalb kann und soll man die obigen beiden 
Gruppen von Aspergillus niger als Citronensiureanhaufer und Oxal- 
siureanhaufer bezeichnen. 


Ahnlich ab und zu auftretende Oxalsiure wurde in Aspergillus-niger- 
Kulturen auch von Molliard beobachtet. Butkewitsch konnte in Kulturen 
mit Ca-Carbonat beim Aspergillus niger gewéhnlich Oxalséure finden, 
und sogar in ziemlich groBer Menge, ohne Ca-Carbonat dagegen konnte er 
die Oxalséure nicht immer feststellen*. Diese Beobachtungen Butkewitschs 
stimmen mit denen Bernhauers iiberein*. Kostytschew und Tschesnokoff® 
sehen als Ursache der Anhéufung von Oxalséiure die Reaktion der Nahr- 
béden an. Bei Nahrbéden mit saurer Reaktion entsteht mehr Citronen- 
siure, bei alkalischer Reaktion des Nahrbodens zeigt sich mehr Oxalséure. 
Molliard glaubt, da die Ursache der Anhéiufung von Oxalséure bei Asper- 
gillus-niger-Kulturen mit einem jetzt noch nicht néher bekannten speziellen 
Einflu8 der einzelnen Bestandteile des Nahrbodens zusammenhangt; bei 
entsprechender Verminderung von Mineralsalzen, besonders von Kalium, 
fangt Oxalséure an sich anzuhéufen *. AuBer in Aspergillus-niger-Kulturen 
stellte man Oxalsiure in dlteren Citromyceskulturen fest, ebenso beim 
Penicillium glaucum und beim Mucor stolonifer. Butkewitsch’ jedoch konnte 





1 CO. Wehmer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 57, 1659, 1924. 

2 Derselbe, ebendaselbst 58, 1625, 1925. 

3 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 186, 224, 1922; 182, 99, 1927. 

* K. Bernhauer, ebendaselbst 131, 3, 1922; Bernhauers Feststellung 
der Entstehung von Oxalséure auf enzymatischem Wege wollen wir vor- 
laufig hier nicht besprechen. H. 177, 270, 1928. 

5 S. Kostytschew und T'schesnokoff, Chem. Centralbl. IT, 14, 1452, 1929. 

® M. Molliard, C. r. 174, 881, 1922; 178, 41, 1924. 

7 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 182, 99, 1927; 136, 224, 1922. 
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nicht immer Oxalséure erhalten, nicht einmal in Gegenwart von Calcium- 
carbonat in der Néhrlésung. 


Unsere Untersuchungen zahlreicher auf Bierwiirze geziichteter 
Penicilliumarten, auch auf Saccharose geziichteter (noch nicht publiziert), 
mit und ohne Calciumcarbonat, zeigten, da Oxalsiure unter diesen 
Bedingungen nicht regelmaBig auftritt, und wenn ja, dann nur in 
sehr geringer Menge'. Besonders auffallend war jedoch, daB einige 
Penicilliumarten, unter gleichen Bedingungen geziichtet, die Oxalsiure 
einmal anhauften, ein anderes Mal wieder gar nicht zeigten. 


Was das Verhaltnis der Oxalsiure zu anderen durch Schimmel- 
pilze mit Zuckernahrbéden erzeugten Sauren betrifft, so sind die 
Autoren Wehmer, Butkewitsch; Falk und van Kingma sich dariiber 
einig, da Oxalséure ein Produkt der Energetik weit vorgeriickter 
Oxydation ist. Die genauesten Untersuchungen, auf moderner Basis 
beruhende Erklarungen tiber Zersetzung des Zuckers durch Schimmel. 
pilze, geben Walker, Subramanian und Challenger? an. Nach ihren 
Ansichten soll Oxalsiure aus Glyoxalsiure entstehen, um zuletzt zu 
Kohlenséure und Wasser oxydiert zu werden. Bei allen diesen Er- 
wagungen tiber die Stellung der Oxa]saure zu anderen Zuckerzersetzungs- 
produkten zeigte es sich, da8 man den Zusammenhang der Oxalsiure- 
anhaufung im Zuckernihrboden mit derjenigen im Nahrboden mit 
Aminosaiuren bzw. Salzen organischer Sauren unberiicksichtigt lieB. 


Die Erscheinung der Bildung und Anhaufung der Oxalsaure in Kulturen 
mit Aminosubstanzen war schon Zopf* bekannt, spiiter erwaihnt Wehmer* 
dasselbe, und Banning®, Butkewitsch® und Emmerling’ stellen dariiber 
nahere Betrachtungen an. Dabei zeigte es sich, dab diejenige Form des 
Aspergillus niger, die keine Oxalsiure auf Nahrbéden mit Kohlenhydraten 
und ahnlichen Substanzen anhéufte, in Nahrbéden mit Aminosubstanzen 
Oxalséure bildet und anhauft. Butkewitsch untersuchte spiter das Mengen- 
verhaltnis des sich dabei bildenden Ammoniaks zu der angehéuften Oxal- 
siiure, wobei er feststellte, daB immer etwa 10% mehr Ammoniak vorhanden 
ist, und letzteres ebenso in Aspergillus-niger- wie auch in Citromyces- 
kulturen. 


In unserer friiheren Arbeit® haben wir auf Grund unserer 
Beobachtungen und mit Beriicksichtigung diesbeziiglicher Literatur die 


! T. Chrzaszcz und D. Tiukow, diese Zeitschr. 204, 106, 1929. 

* T. K. Walker, V. Subramanian und T. Challenger, Journ. of the 
Che in. Soc. 200, 3044, 1927. 

3 Zopf, Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 7, 95, 1889; 32, 18, 1900. 

4 OC. Wehmer, Bot. Ztg. 49, 233, 1891. 

5 Banning, Centralbl. f. Bakt. II, 8, 395, 1902. 

6 W. Butkewitsch, Jahrb. f. wiss. Bot. 88, 147, 1902; diese Zeitschr. 
129, 445, 455, 464, 1922. 

7 O. Emmerling, Centralbl. f. Bakt. LI, 10, 273, 1903. 

oF. Chrzaszcz und D. Tiukow, diese Zeitschr. 204, 106, 1929. 
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Ansicht ausgesprochen, daf Oxalsiure in der Reihe der Zwischen- 
produkte der Zuckerzersetzung (Abbau) eine besondere Stellung ein- 
nimmt. 

Fiir unsere Ansicht spricht die Tatsache der Entstehung der 
Oxalsiure in Schimmelpilzkulturen mit Zuckernahrbéden, wie auch 
bei Desaminierungsprozessen. Auf Grund der Erscheinung, dai 
Schimmelpilze einerseits in Zuckernahrbéden Oxalsaiure anhaufen, 
andererseits die Entstehung dieser Saiure in Gegenwart von Amino- 
substanzen und Peptonen vor sich geht, hat Wehmer! seinerzeit die 
Ansicht ausgesprochen, daB es sich hier um zwei ganz verschiedene 
Prozesse handelt. Jedoch die Tatsache, da Oxalsiure auch in Gegen- 
wart von organisghen Sauren® angehauft wird, erlaubt die Annahme, 
da® hier Prozesse gleicher Natur vorliegen. AuBerdem wollen wir hier 
besonders hervorheben, daB, wenn bei Desaminierung der Aminosauren 
durch Schimmelpilze Ammoniak und Oxalséure entstehen, auch un- 
bedingt dieselben Bestandteile zur Synthese dieser Aminosauren als 
Einleitung und Bausteine der EiweiSbildung bzw. der Bildung héher 
zusammengesetzter Stickstoffverbindungen der Schimmelpilze not- 
wendig sind. 


Auf Grund obiger Betrachtungen und gestiitzt auf das Unter- 
suchungsmaterial mu8 man annehmen, da8 Oxalsaure, die die Schinamel- 
pilze in Zuckernahrbéden bilden, auch dazu notwendig ist, da der 
Schimmelpilz mit ihrer Hilfe bei Gegenwart von Ammoniak in mine- 
ralischer Form den EiweiBaufbau durchfiihren kann. Die Oxalsaure, 
welche ein Produkt der Zuckerzersetzung bzw. der Zersetzung orga- 
nischer Stickstoffverbindungen ist, unterliegt weiterer Zersetzung als 
Material der Energetik, wobei sie zu Wasser und Kohlensaure verbrannt 
wird, aber gleichzeitig als Synthesematerial dient, welches in Gegenwart 
von Ammoniak zu Aminosaure bzw. zu anderen Stickstoffsubstanzen bis 
zu Eiwei8 aufgebaut wird. Selbstverstandlich ist es méglich und héchst - 
wahrscheinlich, daB die beiden obigen Prozesse, d. h. der Energetik und 
der Synthese, gleichzeitig verlaufen, jedoch nicht gleich und mit gleicher 
Energie, was mit einer Reihe mitwirkender Einfliisse zusammenhangt ; 
und davon abhangig stellen wir quantitativ verschiedene Resultate 
fest, und damit auch die Menge der einzelnen Bestandteile, welche in 
der Kulturfliissigkeit vorhanden sind. 


Wir wollen hier noch die Erklarung Jwanoffs und Smirnows® iiber 
die Bedeutung der Oxalsiure erwaihnen. Nach ihnen soll die Oxalsaure 
bzw. andere hier gebildete Sauren als Bindemittel des freien Ammoniaks 


1 C. Wehmer, siehe bei Lafar, Handb. d. techn. Mykologie. 
2 W. Butkewitsch, ebendaselbst. 
3 N.N. Iwanoff und M. J. Smirnow, diese Zeitschr. 201, 1, 1928. 
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dienen, und oxalsaures Ammonium der Schimmelpilze vergleichen sie 
mit Asparagin und Glutamin der héheren Pflanzen bzw. dem Harnstoff 
héherer Pilze. Diese Ansicht steht jedoch in Widerspruch zu der Tat- 
sache der Entstehung freier Oxalsiure in Aspergillus-niger-Kulturen, 
ja, hier entsteht sie sogar in so groBer Menge, daB man seinerzeit von 
einem speziellen ProzeB der ,,Oxalsiuregirung* sprach. 

Um die Entstehung der Oxalsiure und ihre Anhaéufung auf Zucker- 
und Aminosubstanzkulturen zu erklaren, haben wir eine Reihe Unter- 
suchungen durchgefiihrt, deren ersten Teil wir in dieser Arbeit vorlegen. 
In erster Linie handelte es sich bei uns um Untersuchung des Einflusses 
verschiedener Konzentration der Aminosubstanzen, die als Stickstoff- 
nahrung dienen, auf die Anhaufung der Oxalsiure bei! auf Zacker- 
nahrbéden geziichteten Schimmelpilzen. 

Wir verwendeten zur Untersuchung ein Penicillium, welches wir 
in einer friiheren Arbeit als ,,Penicillium X‘‘ bezeichneten. Es ist be- 
sonders charakterisiert durch die Fahigkeit, viel Citronensaéure zu er- 
zeugen, dagegen keine Oxalsiure anzuhaufen. Sogar in Kulturen mit 
‘a-Carbonat finden wir diese Saéure nur ausnahmsweise. Merkwiirdig 
ist weiter bei diesem Pilz, daB er keine Gluconsdure erzeugt, was bei 
einer groBen Reihe anderer Penicilliumarten der Fall ist; bei Fallung 
mit Alkoho] dagegen konnten wir aus der Nahrlésung, welche lésliche 
Ca-Salze enthielt, bloB eine flockige Masse bekommen, welche immer 
die Thiophenreaktion gab!?. 

Wir ziichteten diesen Pilz in Erlenmeyerkolben aus Jenaglas von 
300 ccm Inhalt auf Zuckernahrbéden von folgender Zusammensetzung : 


ne a Sy 
J ° . Sa ee rm 
PR 6a abe ws es 5 


Als Stickstoffquelle dienten Harnstoff, Glykokoll, Asparagin, 
Pepton Witte, Asparaginsaiure, Alanin, Glutaminsdure und Leucin in 
verschiedener Konzentration. Die Kulturfliissigkeit betrug meistens 
50 cem, Temperatur des Thermostaten war -- 30°C. Die Zeit des 
Wachsens war so lang, um immer eine méglichst gleiche Schimmelpilz- 
decke zu erhalten. 


Die Methodik war dieselbe wie in unserer fritheren Arbeit?. Nach 
Verarbeitung der Kulturfliissigkeit mit Ca-Carbonat wurde der Nieder- 
schlag abfiltriert. Im Filtrat wurde Kalk bestimmt, und aus dem Nieder- 
schlag, den man in Salzséure liste, wurde Ca-Oxalat mittels Natrium- 
acetats abgeschieden und nach Neutralisation mit Ammoniak das 
Ca-Citrat. 


1 Diesbeziigliche Untersuchungen sind im Gange. 
t,o. 
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1. Untersuchung mit Harnstoj}. 
Kulturdauer 21 Tage, Kulturfliissigkeit 50 ccm. 





Konzentration Gewicht des Zucker- Gesamte Oxalsiure, Citronen- CaO in 

des Harnstoffs Schimmelpilzes verbrauch Aziditut wasserfreie siiure Lésung 
%o £ Zz n/10 cem mg mg mg 
0,1 057 | 1,28 35,3 0,0 33,6 24,2 
0.5 1,07 3,86 73,5 288,0 88.0 21,3 
1,9 0,13 Spuren alkalisch 0,0 0.0 10,8 
1,5 Keine Entwicklung 
2,9 


os - 


Die Untersuchungen mig Harnstoff zeigen, daB dieser bis zu einer 
gewisseln Konzentration eine sehr gute Stickstoffnahrung ist, und daB 
durch eine Konzentration von 1%, die Schimmelpilzentwicklung ge- 
hemmt wird. Die Oxalsaure tritt schon bei 0,5°;, Harnstoff auf. 
Das Mengenverhaltnis der erzeugten Oxalsiure (288 mg) zum ver- 
wendeten Harnstoff (250 mg) spricht dafiir, daB die Oxalsaiure aus 
Zucker entstanden ist. Es zeigt sich also, daB Anwesenheit von 
Harnstoff in gewisser Konzentration die Anhaiufung der Oxalsiure 
verursacht. 


2. Untersuchungen mit Glykokoll. 
Kulturdauer 16 Tage, Kulturfliissigkeit 50 cem. 





‘ x , : Zucker- Gesamte Oxalsiiure, Citronen- CaO in 
Konzentration Pilzgewicht verbrauch Aziditét wasserfreie siure Lésung 
% g £ n/10 eem mg mg mg 
] 
0,1 0,32 0,35 28,4 0,0 Spur 24,2 
0,5 0,59 1,97 54,9 0,0 54,5 34,5 
1,0 0,61 2,22 66,6 49.6 133,4 35,2 
1,5 0,62 2,37 67,6 97,2 120,6 28,6 
2,0 0,92 3,57 63,7 172.3 67,5 30,8 


Die Untersuchungen mit Glykokoll zeigten, daB hier die Anhaufung 
der Oxalsdéure bei einer héheren Konzentration als beim Harnstoff 
anfangt, und zwar erst bei 1°, Glykokoll, und sogar Zusatz von 2°, 
gibt uns noch weniger Oxalsdure, als wir bei einer Menge von 0,5 °%, 
Harnstoff feststellten. Mit der VergréBerung des Zusatzes von Glykokoll 
im Nahrboden steigt auch die Anhiufung von Oxalsiure. Das Ver- 
haltnis der Citronensaure zur Oxalsiure ist umgekehrt. Diese Tatsache, 
wie auch, daB mit der gréBeren Glykokollkonzentration die Oxalsaure- 
anhaufung wachst, und sogar schneller (1,5 mal Glykokoll gibt 2,0 mal 
Oxalsaure, 2,0 mal Glykokoll gibt 3,5 mal Oxalsaure), zeigt, daB Oxal- 
saure aus Zucker, nicht aus Glykokoll entsteht, und wahrscheinlich 
iiber Citronensaure. 
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3. Untersuchungen mit Asparagin. 
Kulturdauer 36 Tage, Kulturfliissigkeit 50 ccm. 





2 : r , Zucker- Gesamte Oxalsiure, | Citronen- CaO in 

Konzentration —_Pilzgewicht verbrauch Aziditit wasserfreie siure Lisung 
Oo g g n 10 cem mg ng mg 
0,1 0,22 1,69 26.5 0,0 0,0 16,8 
0,2 0,35 2.88 50,0 0,0 176,3 34,8 
0,3 0,48 2.57 44,15 0,0 146.3 28,8 
0.5 0,60 3,76 62,8 0,0 204.1 31,1 
1.0 0,77 4,0 - 51,7 0,0 Spuren 


Die Untersuchungen geben ahnliche Resultate wie diejenigen mit 
Glykokoll. Die Tatsache des Fehlens der Citronensaure bei einer voll- 
standigen Verarbeitung des Zuckergehaltes, bei Gegenwart: von Oxal- 
siiure, sprechen dafiir, daB die letztere aus Zucker tiber Citronensdure 
entstanden ist. 


4. Untersuchungen mit Pepton Witte. 


Kulturdauer 23 Tage, Kulturfliissigkeit 50 ccm. 





. ‘ F Zucker- Gesamte Oxalsiiure, Citronen- CaO in 

Konzentration —_ Pilzgewicht verbrauch Aziditit wasserfreie siure Lisung 
Op g g n/10 cem mg mg mg 
0,1 1,22 1,10 19,6 29,1 38,1 
0,2 0,45 2,02 43,2 — 195,0 18,3 
0,3 0,70 2.84 68.7 301,5 31,7 
0,5 0,85 3,91 18,6 _ Spuren  Spuren 
1,0 0,85 4.00 49 (9.1) 3. ‘ 


Zur Anhaufung der Oxalséure brauchen wir hier eine héhere 
Stickstoffkonzentration, als es in friiheren Untersuchungen der Fall war. 


5. Untersuchungen mit Asparaginsdure. 


Kulturdauer 47 Tage, Kulturfliissigkeit 100 cem. 





» 7 i ‘ Zucker- Gesamte Oxalsiiure, Citronen- CaO in 

Konzentration —_—Pilzgewicht verbrauch Aziditit wasserfreie siiure Léisung 
5 g g n/10 cem mg mg mg 
0,1 0,34 2,65 21,4 0,0 23.3 80.5 
0,5 0,92 465 | 448 0,0 33,5 31,7 
1,9 1,30 5,47 58,5 Spuren. 194,2 40,0 
1,5 Keine Entwicklung 
2.0 - " 


Das Bild ist undeutlich. 
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6. Untersuchungen mit Alanin. 
Kulturdauer 27 Tage, Kulturfliissigkeit 50 ccm. 








, = - Zucker- Gesamte Oxalsiure, Citronen- CaO in 
Konzentration —_Pilzgewicht verbrauch Aziditit wasserfreie siure Lisung 

Oy g g n/10 cem mg mg mg 

0,1 0,19 0,73 13,6 0,0 0,0 12,7 
0,5 0,87 3,48 49,7 0,0 94.5 Spuren 

1,0 Infektion 

1,5 0,93 4,0 9,75 47,2 0,0 22.4 
2,0 1,00 4,0 5,85 40,1 0,0 Spuren 

‘ Die Anhaiufung von Oxalsiure beginnt erst bei 1,5°, Alanin. 

‘ : 
7. Untersuchungen mit Glutaminsdure. 
Kulturdauer 28 Tage, Kulturfliissigkeit 50 cem. 

. —* _ r Zucker- Gesamte Oxalsiure, | Citronen- CaCO in 
Konzentration | Piizgewicht | yerbrauch | Aziditit | wasserfreie siure Lisung 

%F g g n/10 cem mg mg mg 

0,1 0,29 1,52 20,5 0,0 Spuren 31,7 

0,5 0,77 3,87 4,9 0,0 0,0 5,3 

1:0 a“ on pe sos se i 

1,5 0,39 1,93 39,0 0,0 21,8 62,3 
2,0 0,92 4.0 6,8 51,2 0,0 Spuren 


Zu diesen Untersuchungen brauchen wir eine héhere Konzentration 
der Stickstoffnahrung, um eine Anhaufung von Oxalsiure zu erzeugen. 
Was die Saureproduktion im allgemeinen anbetrifft, besonders die der 
Citronensaéure, so zeigte es sich, daB Glutaminsiure diese ungiinstig 
beeinfluBt. 

Dasselbe sehen wir bei Leucin, wie aus der nachsten Untersuchung 
ersichtlich. 

8. Untersuchungen mit Leucin. 
Kulturdauer 19 Tage, Kulturfliissigkeit 50 cem. 





% - - ‘ Zucker- Gesamte Oxalsiure, Citronen- CaO in 

Konzentration Pilzgewicht = yerbrauch Aziditit | wasserfreie siiure Lisung 
9/9 gZ g n/10 eem mg mg mg 
0,1 0,09 Wenig 8.8 0,0 0,0 11,7 
O—.5 0,71 2,94 | 49 0,0 0,0 7,3 
1,0 0,90 4,0 49 0,0 0,0 8, 
1,5 1,29 3,86 | 10,8 Spuren 0,0 25,7 
2,0 1,02 40 | 108 50,0 0,0 Spuren 


Endlich fiihrten wir zwecks Kontrolle zwei Serien von Unter- 
suchungen aus, um festzustellen, welchen Einflu8 freies Ammoniak 
und freie Erdalkalien haben, und zwar Calciumhydroxyd. Am fiinften 
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Tage, also schon bei einer gewissen Entwicklung der Pilzdecke, gaben 
wir verschiedene Mengen 10 %,igen Ammoniaks und 10 °,,iger Kalkmilch 











hinzu. 
9. Untersuchungen. mit Ammoniak. 
Kulturdauer 15 Tage, Kulturfliissigkeit 100 ccm. 
10 °/,iges : P Zucker- Gesamte Oxalsdure, Citronen- CaO in 
Ammoniak Pilzgewicht verbrauch Aziditit nichtwasserfreie siure Lisung 
ecm g g n/10 ecm mg mg mg 
0 — 54 101,9 0,0 499.8 34,1 
0,5 0,88 3.9 101.9 : 0,0 324.0 58,3 
' 1,0 0,13 2.3 12,2 0,0 0,0 - 
1,5 0.11 2.5 8,1 0,0 0.0 38 
10. Untersuchungen mit Kalkmiitch. 
Kulturdauer 10 Tage, Kulturfliissigkeit 100 ccm. 
10%Jige . - zucker- Gesamte " Oxalsiure, oe ' Citronen- CaO in 
Kalkmilch | Pilzgewicht  yerbrauch | Aziditit | nichtwasserfreie siure Lisung 
ecm Fg g n/10 ecem mg mg mg 
0 1,4 -- 115,1 20,2 179,7 54,1 
1,0 0,56 _- 89,0 Spur 357.6 53,3 
2,0 0,3 _ 23,7 % 170.8 49,2 
3,0 0,39 ae 27,3 14.9 424.9 76,7 


: Freies Ammoniak hatte keinen Einflu6 auf die Oxalsiureanhaufung. 
ebenso Kalkmilch. CaO diente hier eigentlich nur als Abfangmittel. 


Diskussionen. 


Die erhaltenen Resultate fiihren uns zu der Folgerung, daB die 


) 


Aminosubstanzen den Verlauf der Prozesse derart beeinflussen, daB 


der Schimmelpilz die Anhaufung der Oxalsiure bewirkt.. Die Menge 
und Schnelligkeit, mit welcher die Oxalsiurebildung vor sich geht, 
hangt mit der Art der Aminosubstanzen zusammen und damit, wie- 
viel von letzteren in der Nahrlésung vorhanden ist. Mit Steigerung der 
Konzentration jener Aminosubstanzen bis zu einer gewissen Grenze 
steigt auch die Menge der Oxalsiure in der Kaulturfliissigkeit, und 
zwar in solchen Quantitaéten, daB zweifellos diese Anhaufung auf 
Kosten von Zucker geht. Diese Grenze der Stickstoffnahrungsmenge 
kollidiert manchmal mit der Entwicklung des Schimmelpilzes, die ge- 
hemmt wird. Was die Stickstoffsubstanzen selbst anbetrifft, so zeigt es 
sich, daB, je weniger Kohlenstoffatome in der betreffenden Substanz 
sich befinden, desto schneller und leichter die Anhaufung der Oxalsaure 
verlauft, und desto kleinere Mengen dieser Stickstoffsubstanzen den 


Biochemische Zeitschrift Band 218. 


Beginn der Anhaufung dieser Saure verursachen. Wenn 


man die 
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untersuchten Stickstoffsubstanzen in einen Zusammenhang mit der 
Menge der angehauften Oxalsaure einreiht, so zeigt sich folgendes Bild: 





liedrins 
heupaseitien, ew Verhiltnis 
Stickstoffverbindung ‘oo _ bei dieser sao —~ toa 
anhiufte | Konzentration C-Atemnen 
9 mg 
1 I i gcc nt 2,0 50,0 1:6 
2 Glutaminsafure..... 2,0 51,2 1:5 
3 Asparaginsiure. . .. . 1,0 Spuren 1:4 
4 MN? hea bs OR 1,5 47,2 1:3 
5 Pepton Witte , 1,0 Spuren — 
6 in, ah 1,0 51,7 2:4 
7 Ree 1,0 49.6 1:2 
8 PME... ae SS 0,5 288,0 | 2:1 


Die obige Zusammenstellung ist noch deshalb interessant, weil, wenn 
man nach Emmerlings! Untersuchung die Menge der angehauften Oxal- 
siure durch Aspergillus niger in Nahrbéden, die obige Aminosubstanzen 
enthalten, welche dort gleichzeitig als Kohlenstoffnahrung dienten, 
aneinanderreiht, wir die umgekehrte Ordnung der Einfliisse finden, 
und zwar: am meisten angehiufte Oxalsadure finden wir bei 


PenOe Wee, 5 oss ws SEB 
RE Fe SS a Bt i eee 
Glutaminsfure. ...... %7,5% 
DE o's es oe es 
ED oe tec aince « 3 SOR 


Wenn wir diese Resultate mit unseren vergleichen, finden wir, 
da8, je weniger Oxalséure durch Aminosubstanz erzeugt wird, desto 
kraftiger diese die Anhiufung der Oxalsaiure in Schimmelpilzkulturen 
auf Zuckernahrbéden bewirkt. 


Wie kann man diese Erscheinung erklaren ? 


Jede Schimmelpilzentwicklung ist ein zusammengesetzter bio- 
logischer Vorgang mit zahlreichen synthetischen und Zersetzungs- 
prozessen. Geht der LebensprozeB der Pilze unter normalen Bedingungen 
vor sich, dann verlaufen auch die synthetischen und Zersetzungs- 
prozesse harmonisch, wobei die Oxalséure als normales Zwischen- 
produkt weiter verbraucht wird, einerseits als Energicmaterial, anderer- 
seits zum Aufbau der zusammengesetzten Stickstoffsubstanzen und 
iiber diese zu EiweiBstoffen. Kommt eine Stérung oder Abschwachung 


1 Emmerling, Centralbl. f. Bakt. II, 10, 273, 1903. 
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des normal-harmonisch synthetischen und Zerlegungsvorganges, gleich- 
giiltig, ob durch Einfliisse chemischer, physikalischer oder biologischer 
Natur hervorgerufen, so tritt als Folge dieser Stérung eine Abschwachung 
des weiteren Verbrauchs von Oxalsaure auf, die sich dann im Nahrboden 
anzuhaufen beginnt. Je starker diese Stérung normaler Bedingungen 
auftritt, und je starker die Harmonie der synthetisch-analytischen 
Prozesse der Schimmelpilzentwicklung angegriffen wird, desto mehr 
wird sich Oxalsiéure anhéufen. Wenn z. B. der LebensprozeB normal 
verlauft, aber durch Absterben der einzelnen Pilzfaiden die Lebensenergie 
des Schimmelpilzes schwacher zu werden beginnt, so wird die Oxalsaure 
als Ausdruck dieser abgeschwachten Energie nur teilweise verarbeitet, 
sie bleibt in der Kulturfliissigkeit, und dann beobachten wir ihre An- 
haufung, was z. B. auch die Untersuchungen Wehmers und Butkewitschs 
in alten Citromyceskulturen beweisen. Wenn der EiweiSbildungs- 
prozeB eine Abschwachung erfahrt, sollten wir gleichfalls Oxalsaure- 
anhaufung in Schimmelpilzkulturen finden. 

In unseren Untersuchungen waren die Schimmelpilzentwicklung und 
der Zuckerverbrauch meistens normal, manchmal verbrauchte der 
Schimmelpilz die ganze Menge des in der Nahrlésung vorhandenen 
Zuckers. In solchen Fallen kann die Oxalsiureanhaufung nicht durch 
ihren Nichtverbrauch als Energiematerial verursacht werden, sondern nur 
dadurch, daB sie zum EiweiBaufbau der Schimmelpilze nicht in dieser 
Menge nétig war. Dieser unvollstandige Verbrauch der Oxalsdure 
konnte unter solchen Bedingungen stattfinden, wenn dem Schimmel- 
pilz zu diesem Zwecke ein anderes Material zur Verfiigung stand, eben 
bei unseren Untersuchungen die Aminosauren. 

Es unterliegt keinem Zweifel, daB Aminosiuren, welche Bausteine 
der EiweiBkérper sind und ebenfalls Zersetzungsprodukte darstellen, 
leichter bzw. direkt zur Synthese der EiweiSstoffe verbraucht werden 
konnten, wodurch der normale Verbrauch an Oxalsaure sich _verminderte 
und die Oxalsiureanhiufung verursachte. Je giinstiger das Material 
der Aminosiuren fiir diese Synthese war, desto weniger war zu diesem 
ganzen ProzeB Oxalsiure nétig, und entsprechend mehr haufte sich 
davon im Nahrboden des Schimmelpilzes an. Je einfacher natiirlich 
die Aminosubstanz war, desto besseres Synthesematerial stellte sie dar, 
was auch aus unseren Untersuchungen hervorgeht. Der Harnstoff besitzt 
auBer zwei Aminogruppen eine Gruppe CO, und er zeigt sich als eines 
der besten Synthesenmaterialien. Seine Amino- und CO-Gruppen kénnen 
bei Gegenwart von Wasser sofort in den SyntlreseprozeB eintreten, 
und sogar in verschiedener Richtung. Haben wir dagegen eine Stickstoff- 
verbindung mit mehreren C-Radikalen, so hat der Schimmelpilz eine 
groBe Arbeit vor sich, denn es mu8 nicht nur Desaminierung eintreten, 
sondern auch die Zersplitterung der Kohlenstoffkette in einfachere 
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Bausteine. Und wieder die gréBere Menge von Aminosubstanzen in 
der Kulturflissigkeit kann den unvollstandigen Verbrauch und damit 
die Anhaufung der Oxalsaure verursachen. 


Das klare Bild der Ubereinstimmung von Oxalsiureanhaufung, 
abhangig vom Bau der Stickstoffsubstanzen und ihrer verwendeten 
Konzentration, beweist schon, da8 Oxalsaure nicht nur die Rolle eines 
der letzten Verbrennungsmaterialien, die zur Erzeugung der Lebens- 
energie notwendig sind, darstellt, sondern da sie auch ein mittelbarer 
Baustein der Stickstoffsubstanzen ist, also ein Ausgangsmaterial zur 
EiweiBbildung bei. den Schimmelpilzen. In diesem Sinne kann man 
hier die Oxalsiure mit dem Formaldehyd héherer Pflanzen vergleichen. 
So wie dort der Dissimilationsproze8 mit dem Verbrennen des Form- 
aldehyds zu Wasser und Kohlensaéure endet, und wieder die Assi- 
milationsprozesse im Formaldehyd ein Ausgangsprodukt besitzen, 
spielt die Oxalsiure bei den Schimmelpilzen eine ahnliche Rolle. 


Mit diesen Betrachtungen erklaren wir die Anhaufung der Oxal- 
siure. Gleichzeitig wollen wir bemerken, daB wir die besondere 
Erscheinung der im Aspergillus niger erzeugten groBen Menge von Oxal- 
sdure nicht auBer acht lassen. Diese Erscheinung ist eine zusammen- 
gesetzte und verlangt weitere Beobachtung und Studien. Dagegen 
halten wir die Ansicht Kostytschews und Tschesnokoffs, daB beim Eiwei8- 
aufbau neben Ammoniak die Hauptrolle Citronensaure spielen soll, 
womit sie die Tatsache der groBen Citronenséureanhaufung im Ver- 
haltnis zu kleiner Ammonsalzmenge erklaren, fiir unrichtig. Unsere 
Zahlen stimmen nicht mit diesen Ansichten iiberein. Wir sehen doch 
bei der gréBten Anzahl unserer Untersuchungen, daB die VergréBerung 
der Stickstoffkonzentrationsquelle einen giinstigen EinfluB auf die 
Citronensaéureanhaufung ausiibt. Gleichfalls stellen wir fest, daB man 
die Verminderung von Citronensaure erst bei vollstandigem Verbrauch 
von Zucker in der Nahrlésung beobachtet. 


Sicher existiert eine gewisse Korrelation zwischen Citronen- und 
Oxalsaéure, was unsere Untersuchungen beweisen. Auf diese Korrelation 
wiesen seinerzeit schon Wehmer und Butkewitsch hin. 


SchluBfolgerungen. 


Unsere Untersuchungen iiber die Bildung und Anhaufung der 
Oxalsaéure bei Penicillium X, welches zur Gruppe der Saureanhaufer 
(Citronenséure) gehért, fiihren uns zu folgenden Ergebnissen: 


1. Die Oxalséureanhéufung auf Zuckernahrbéden wird bei obiger 
Schimmelpilzgruppe durch das Vorhandensein von Aminosubstanzen 
als Stickstoffnahrung verursacht. 
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2. Die Menge der angehauften Oxalsiure geht auf Kosten des 
Zuckers und hangt von der Struktur der Aminosubstanzen und ihrer 
Menge in der Nahrlésung ab. Je weniger Kohlenstoffradikale die 
Aminosubstanz enthalt, desto kleinere Mengen sind notwendig, um die 
Anhaufung der Oxalsaure hervorzurufen, und desto mehr Oxalsiure 
wird angehauft. 

3. Die Oxalsiure ist einerseits Energiequelle, andererseits mit 
Ammoniak Ausgangsmateria] zum Aufbau von Eiweifstoffen. 


4. Die Vergréferung der Konzentration der Aminosubstanzen 
wirkt giinstig auf die Citronensiureanhiufung, welche darum in keinem 
Zusammenhang mit der EiweiBbildung steht. 





Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber den kolloidalen 
Zustand des Cholesterins, Cholesterinesters und Lecithins. 


I. Mitteilung: 
Herstellung von Cholesterin- und Lecithinsolen. Koagulationsversuche : 
Koagulationsschwellenwert bei verschiedenen py.' Koagulationsgeschwindig- 
keitsmessungen und Elektrolytenfillung. 


Von 
Igor Remesow. 


(Aus der Abteilung fiir Biochemie und dem _physikalisch-chemischen 
Laboratorium des Staatlichen Instituts fiir arztliche Fortbildung in 
Leningrad.) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1929.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Auf die Méglichkeit, Cholesterin in kolloidalem Zustande zu er- 
halten, hatte schon Hesse! hingewiesen; spiter stellten dann Porges- 
Neubauer®, Keeser*, Stern*, Rona-Deutsch®, Cashin-Moravek® noch 
vollkommenere Cholesterinhydrosole her, bis endlich die Firma von 
Heyden in letzter Zeit ein auBerst reines Praparat von Cholesterin 
in kolloidalem Zustande, mit recht bestiéndigem Cholestecingehalt 
in der dispersen Phase, herstellte. Doch weisen alle die oben erwahnten 
Cholesterinsolpraparate auBerst wesentliche Mangel auf: sie sind so- 
wohl unstabil in bezug auf ihren Dispersitatsgrad als auch ungeniigend 
konzentriert und unvollkommen gereinigt. Infolgedessen erwiesen 
sich diese Cholesterinsole fiir biologische Zwecke sehr haufig als durchaus 
ungeeignet. ; 

Der Zweck der von mir angestellten Versuche war einerseits die 
Herstellung solcher Cholesterin-, Lecithin- und Cholesterinestersole, 


1 Hesse, Liebigs Ann. d. Chem. 192, 178, 1870. 

2 Porges-Neubauer, diese Zeitschr. 7, 152, 1908. 

3 Keeser, ebendaselbst 150, 154, 1924. 

Stern, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 112, 1926. 

Rona-Deutsch, diese Zeitschr. 171, 91, 1927. 

Cashin-Moravek, Amer. Journ. of Physiol. 82, Nr. 2, 294, 1927. 
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die den unten angefiihrten Forderungen vollkommen entsprachen 
und eine weitere Verwendung zu biologischen Zwecken finden kénnten, 
und andererseits die Gewinnung solcher Sole, die zur Klaérung der 
physikalisch-chemischen LEigenschaften des Cholesterins und _ des 
Lecithins geeignet wiren. Die Forderungen, denen die erwahnten 
Sole zu entsprechen haben, sind folgende: 

a) die Sole haben, geniigend konzentriert, einen méglichst genau 
bestimmbaren Cholesteringehalt aufzuweisen ; 

b) sie miissen méglichst stabil in bezug auf die Dispersitats- 
anderungen sein und zugleich eine Ultrafiltration ohne gréBeren Verlust 
der einzelnen Ultrafiltratfraktionen an Konzentration zulassen; 

c) die Sole miissen ohne Beimischungen rein hergestellt werden 
und eine direkte Anwendung ohne jede Schutzkolloide erlauben; 

d) die erhaltenen Sole miissen aus vom chemischen Standpunkt 
reinstem Ausgangsmaterial bzw. Cholesterin und Lecithin hergestellt 
werden. 

Die ganze Bedeutung solcher Sole fiir die Biologie tritt besonders 
dann hervor, wenn man sie als biologisches Modell jenes Cholesterins 
betrachtet, das in kolloid-dispersem Zustande sowohl im Blut und 
den Kérpersaiften als auch in den Geweben und Zellen enthalten ist. 
Selbstredend bezieht sich dieses nur auf die Cholesterin- und Lecithin- 
sole, keineswegs auf die Cholesterinestersole, deren kolloidaler Zustand 
sich im Organismus wohl wesentlich durch ihre physikalisch-chemischen 
Eigenschaften von dem Modellsol unterscheidet; sie zeigen hier eine 
,,kristallinisch-fliissige Phase“, was Lehmann! veranlaBte, sie als 
, fliissige Kristalle‘‘ zu bezeichnen. Die von mir unternommenen Ver- 
suche beschrankten sich infolgedessen auf einige Untersuchungen, 
so daB ich mich nicht fiir berechtigt halte, diese Sole als ideale Bio- 
modelle, wie es die Cholesterin- und Lecithinsole sind, anzusehen?. 

Die erhaltenen Cholesterin- und Cholesterinestersole stellen aus- 
gesprochen lyophobe Kolloide dar, so da man sie zu den Suspensoiden 
rechnen kann, wogegen das Lecithinsol einen mehr lyophilen Charakter 
aufweist und sich mehr den Emulsoiden der EiweiBarten nahert. 

Doch andern diese Sole — im Gemisch mit anderen Substanzen, 
vor allem im Gemisch mit Fetten — wohl wesentlich ihre kolloidale 
Natur, was sich besonders auf das Cholesterin bezieht (Schade*). Bis 
zu einem gewissen Grade lassen sich diese Verhaltnisse in vitro re- 


1 Lehmann, Die neue Welt der fliissigen Kristalle. Leipzig, Akad. 
Verlag, 1911. 

2 Hier ist zu erwahnen, daB Stern (l.c.) in seinen Untersuchungen 
gerade diese Tatsache nicht geniigend beriicksichtigt hat, so daB auch seine 
Estersole kaum als ,,Biomodelle‘‘ zu betrachten sind. 

8 Schade, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 8, 318, 1910. 
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produzieren, und zwar durch Zusatz zu den Solen der einen oder der 
anderen Substanz, wodurch es uns méglich ist, unsere Vorstellungen 
iiber das kolloidale Verhalten dieser Lipoide im Organismus bedeutend 
zu erweitern. Es unterliegt keinem Zweifel, daB dieses nur in dem Falle 
so exakt wie méglich ausgefiihrt werden kann, wenn die Ausgangs- 
substanz, das Cholesterin- bzw. Lecithinsol, ein System darstellt, das 
voliIkommen frei von Beimischungen ist, d.h. wenn das gewonnene 
Sol eine vollkommen reine Substanz in kolloidaler Form ist, ohne 
jede Spur der angewandten Lésungsmittel (Aceton, Alkohol usw.), 
mittels welcher diese in den kolloidal-dispersen Zustand versetzt wird. 


Die von mir erhaltenen Sole entsprechen, wie die Versuche 
zeigten, durchaus diesen Forderungen, so daB sie also als die reinsten 
biologischen Modelle des Cholesterins und Lecithins angesehen werden 
kénnen. Mittels derselben unternabm ich darauf eine Reihe méglichst 
erschépfender Untersuchungen iiber die physikalisch-chemischen 
Eigenschaften dieser Lipoide, in logischer Reihe ausgefiihrt. 


Herstellung der Cholesterin- und Cholesterinestersole. 


Als Ausgangspriéparat wurde das chemisch-reine Cholesterin von 
Merck benutzt. Kolloides Cholesterm gewann ich aus kristallinischem, 
nach der etwas abgeainderten Methodik von Porges-Neubauer (1. c.), wobei 
eine Lésung von Alkohol-Aceton benutzt wurde. Anstatt aus diesem Chole- 
sterinorganosol durch Eindampfen ein reines Hydrosol des Cholesterins 
zu gewinnen (wie eine Reihe von Autoren es in der Regel ausfiihren), wurde 
das Organosol bis zu einem reinen Cholesteringehalt von etwa 25% in der 
dispersen Phase konzentriert und darauf aus demselben ein festes Praparat 
von kolloidem Cholesterin gewonnen. Auf diese Weise erhielt ich ein leicht 
umkristallisierbares, kolloides Cholesterin in Form von bernsteinfarbenen 
Lamellen. Das ausgeschiedene kolloide Cholesterin lést sich leicht in kaltem 
und warmem Wasser, ist in Ather und Alkohol dagegen nicht léslich. Im 
Vakuum getrocknet, schmilzt es bei + 144,4°. Das spezifische Gewicht 
betrégt 1,181. Es gibt eine positive Reaktion nach Salkowski und Lieber- 
mann-Burchard. Die ungeschiitzte Wasserlésung des kolloiden Cholesterins 
stellt ein genitigend grob disperses Hydrosol dar und zeigt eine milchige, in 
durchfallendem Lichte leicht rétliche Farbung. Die Untersuchung dieses 
Cholesterinpréparats zeigte, daB zwischen ihm und dem Cholesterinhydrosol 
der Firma Heyden kein wesentlicher Unterschied vorhanden ist, mit Aus- 
nahme des Grades seiner Dispersitaét und seiner Reinheit. Wahrend das 
von mir gewonnene kolloide Cholesterin ein auBerst reines Priparat ist, 
welches gestattet, ein Hydrosol der gleichen Stabilitét, aber noch feineren 
Dispersitétsgrades, zu erhalten, weist das kolloide Cholesterin von Heyden 
Beimischungen von Oxycholesterin, a, 6-Cholesterinoxyd und solche eines 
mir nicht bekannten Schutzkolloids auf, so daB bei einer Lésung des festen 
Praparats sich eine ziemlich grobe und dabei wenig stabile Cholesterin- 
suspension bildet. 

Zu den von mir unternommenen Untersuchungen wurde darum stets 
das nach dem beschriebenen Verfahren hergestellte Cholesterinhydrosol 
verwandt. 
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Cholesterinestersole wurden nach einem dhnlichen Verfahren her- 
gestellt, wobei als Ausgangsmaterial die Ester von Stearin-, Palmitin- und 
Oleinséuren benutzt wurden. Die Konzentration dieser Sole war allerdings 
eine sehr geringe und wies einen Gehalt von nur etwa | bis 1'/,°% reinen 
Cholesterinesters auf, da es mir nicht méglich war, trotz aller angestellten 
Versuche Estersole héherer Konzentration zu erhalten. Die reinen Chole- 
sterinester wurden aus Merckschen Praiparaten nach der Methodik von 
Hiirthle* und Windaus* synthetisch hergestellt, in einigen Fallen auch aus 
Hundeblut nach der Methodik von Hepner* gewonnen. Die erhaltenen 
Ester wurden mittels eines essigsauren Gemisches von Ather und absolutem 
Alkohol in den kolloidalen Zustand iibergefiihrt. Das Ausgangsmaterial, 
d. h. die gewonnenen molekular-dispersen Ester wiesen folgende physika- 
lische Konstanten auf: 


Cholesterin-Stearinséureester: Kp. = 80,0°, Mol.-Gew. etwa 650,77. 
Cholesterin-Palmitinséiureester: Kp. = 80,0°, Mol.-Gew. etwa 621,14, 
Cholesterin-Oleinséureester : Kp. = 44,6°, Mol.-Gew. etwa 650,0. 


Im Solzustande bilden diese Ester eine auBerst feindisperse, hellgelbe 
Suspension, die allerdings weit weniger stabil ist als das erhaltene reine 
Cholesterinhydrosol. 

Bei den Versuchen wurden nicht nur die Stammlésungen der erhaltenen 
Sole des Cholesterins und des Cholesterinesters, sondern auch eine Reihe 
von Ultrafiltraten derselben von bestimmter Dispersitaét untersucht. Die 
Ultrafiltration wurde nach der Methodik von Zsigmondy* mit Membran- 
filtern von Jander® ausgefiihrt; fiir die feineren Dispersitaétsgrade wurde 
die Methodik von Morse-Pierce* angewandt. 

Trotzdem die erhaltenen Ultrafiltrate, besonders die feindispersen, 
wenig stabil waren und recht bald eine KormvergréBerung, die zur Aus- 
scheidung und Sedimentierung von groben Teilchen fiihrte, eintrat, be- 
nutzten wir sie bei allen Versuchen ungeschiitzt, jedoch sofort nach der 
Herstellung, um die Méglichkeit der Einwirkung eines zweiten Faktors - 
und zwar des Schutzkolloids — zu vermeiden. Die Stabilitét der von mir 
verwendeten Ultrafiltrate blieb etwa 30 Minuten vom Moment ihrer Aus- 
scheidung an bestehen. Infolgedessen wurden fiir die physikalisch-chemischen 
Untersuchungen stets nur frisch gewonnene Ultrafiltrate benutzt. 

Um andererseits eine Vergréberung der Dispersitét der Ultrafiltrate 
bei ihrer Einfiihrung ins Blut unter dem Einflu8 der Proteine und Elektrolyte 
zu vermeiden, wurden solche Dispersitaétsgrade der Ultrafiltrate gewahlt, 
die im Blute der Tiere keine Sedimentierung oder Keimbildungsphanomene 
aufwiesen. Durch Kompensationsdialyse des Blutes von Kaninchen und 
Hunden wurden die gewonnenen Elektrolyte des Blutes im Vakuum zur 
Kristallisation gebracht und, ebenso wie das eiweiBhaltige Dialysat, auf 
ihre Wirkung auf die Koagulation verschiedener Dispersitaéten der Ultra- 
filtrate von Cholesterinsol gepriift. Hierbei stellte es sich heraus, dai 
diese ungeschiitzten Ultrafiltrate sich als den obenerwaéhnten Forderungen 


1 Hiirthle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 21, 332, 1896. 

2 Windaus, ebendaselbst 65, 110, 1910. 

3 Hepner, Pfliigers Arch. 78, 595, 1898. 

4 Zsigmondy-Bachmann, Zeitschr. f. anorg. Chem. 108, 119, 1918. 
5 Jander-Stuhlmann, Zeitschr. f. anal. Chem. 60, 289, 1921. 

® Morse-Pierce, Zeitschr. f. physik. Chem. 45, 589, 1903. 
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entsprechend erwiesen. Nach der Gré8e ihrer Teilchen (die Bestimmung 
erfolgte mit Hilfe eines Ultramikroskops unter Anwendung der Azimut- 
blende) lieBen sich folgende Gruppen — bei py = 7,2 bis 6,8 — unterscheiden 


Ultrafiltrate I: mittlere Dispersitét, zwischen 0,5 und 0,1 y, 
Ultrafiltrate II: feine Dispersitét, zwischen 0,20 und 0,60 yy. 


Bei den Versuchen mit Estersolen wurde die Ultrafiltration nicht 
angewandt, da schon die Stammlésungen derselben eine recht feine Dis- 
persitét aufwiesen und auBerdem, wie schon erwaéhnt, nur schwach kon- 
zentriert waren, so daB die Ultrafiltrate eine zu geringe Konzentration 
gezeigt hatten. 

Zu den biologischen Versuchen bei Hunden wurden auch mitunter 
zur Einfiihrung stark konzentrierter Sole geschiitzte Cholesterinsole ver- 
wandt. Fiir diese Zwecke erwies sich die Gelatine als bestes Schutzkolloid. 
Es wurden mittels einer 0,5%igen Gelatinelésung geschiitzte feindisperse 
Sole von starken Konzentrationen bereitet, die keinerlei Vera&nderungen 
im Blute oder in vitro aufweisen. Wie weiterhin noch erwaéhnt werden 
wird, gestattete mir die Verwendung von Gelatine in héheren Konzen- 
trationen die Herstellung von ausgezeichneten Modell-Cholesteringelen. 


Herstellung von Lecithinsolen. 


Wie die peinlich genau durchgeftihrten chemischen Analysen zeigten, 
enthalten die gewéhnlichen Handelspréparate von ,,Lecithin aus Ei‘ 
Merck (andere Praiparate konnte ich leider nicht erhalten) gewéhnlich 
Stearyl-oleyl-lecithine von der Formel: CyH,z,NPO,; das Praparat ist 
auBerordentlich unrein und enthaélt auBer einer Kephalinfraktion (bis 
zu 1,2%) noch betrachtliche Beimischungen von Cholesterin (Oxychole- 
sterin?), das durch Digitonin leicht fallbar ist und in einer Mischung 
mit Fettséiuren bis zu 0,7 bis 0,8°% des Bestandes bildet. 

Da ich besonderes Gewicht darauf legte, die Versuche nur mit dem 
reinsten Lecithin auszufiihren, entschloB ich mich, ein méglichst reines, 
vor allem ein cholesterinfreies Lecithinpraparat selbst herzustellen. Zuerst 
wurde der Versuch gemacht, synthetisches Lecithin nach der Methode 
von Griin-Kade' zu erhalten, doch war es nicht méglich, das gewonnene 
Praéparat mit Sicherheit als Lecithin zu erkennen. Infolgedessen ging 
ich zur iiblichen Herstellung von Lecithin aus Eidotter iiber. 

Hierbei bediente ich mich der Lecithinherstellungsmethode von 
Mac Lean*, wobei die erhaltene Lecithinfraktion als Lecithinkadmium- 
chloridverbindung nach Bergell* und Riedel* in das reduzierte chemisch 
reine, kephalin- und cholesterinfreie Hydrolecithin tibergefiihrt wurde. 
Nach den Kontrollanalysen stellte das so gewonnene Produkt ein Distearyl- 
lecithin dar. Nach erschépfender Hydrolyse wies das Praéparat auch nicht 
die geringsten Spuren von Amino-N auf (Mikrobestimmung nach van Slyke) ; 
von Basen fand sich nur Cholin. Nach wiederholtem Umkristallisieren 
wurde ein weiBes kristallinisches Pulver erhalten, das folgende Eigen- 
schaften aufwies: an der Luft dunkelte das Praiparat rasch nach (Auto- 


1 Griin-Kade, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 45, 3367, 1912. 
2 Mac Lean, diese Zeitschr. 57, 132, 1913. 

3 Bergell, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 88, 2585, 1900. 

* Riedel, Chem. Centralbl. 1918, I, 1155; 1914, IT, 1175. 
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oxydation); Schmelzpunkt: 86°C; praktisch unléslich in Wasser, Aceton, 
Ather und Methanol; leicht léslich in Alkohol und reinem Chloroform; 


keine Digitoninfallung ; optisch ergibt es eine Rechtsdrehung: [a] = + 5,0°. 


AuBer diesem Hydrolecithinpraparat wurde durch Verarbeitung der 
CdCl, - Lecithinverbindung nach Levene - West! noch ein duBerst reines 
Lecithinpraparat ohne Kephalinspuren als hellgelbe, knetbare, in ab- 
solutem Alkohol leicht lésliche Masse erhalten. Die Herstellung dieses 
Préparats war technisch einfacher und wohlfeiler und wurde besonders 
oft bei den biologischen Versuchen benutzt. 


Die Sole von Hydrolecithin und Lecithin nach Levene-West wurden 
unter besonderen VorsichtsmaBregeln hergestellt, da bei einer Temperatu 
von 100°C das Hydrolecithin sich zersetzt, so dai die Herstellung seines 
Hydrosols nur unter Benutzung einer besonderen Vakuum-Destillations- 
apparatur erfolgen konnte. : 


Auf Abb. 1 findet sich eine schematische Darstellung der zu diesem 
Zwecke verwandten Apparatur ; in den Claisen-Kolben werden 400 ccm Leit- 
fahigkeitswasser eingefiillt, der Kolben mit einem Korken fest verschlossen ; 
im Korken sind luftdicht ein Stabriihrer (R), der auf elektrischem Wege 
in Bewegung gesetzt wird, und ein VorstoB (A) angebracht, der aus dem 
Luftventil (6) und einem graduierten, 100 ccm einer 0,5°% igen Hydro- 
lecithinlésung enthaltenden Trichter (a) besteht. Zur Herstellung des 
Préiparats wurde jedesmal eine 1- bis 0,5%ige Hydrolecithinlésung in 
reinem Chloroform mit einem Gehalt von 0,5% absolutem Alkohol vor- 
bereitet. Mittels einer Drehung des Doppelhahnes (c) ist es méglich, fiir 
einen Augenblick das Ventil auszuschalten und gleichzeitig aus dem Trichter 
in feinstem Strahl die Hydrolecithinlésung unter staéndigem Riihren in den 
Kolben flieBen zu lassen. Destilliert man nun unter erniedrigtem Druck, 
so gelingt es schon bei einer Temperatur von 50 bis 58°C, das Chloroform 
und den Alkohol vollkommen aus dem Kolben zu entfernen und auf diese 
Weise ein vollkommen reines Hydrolecithinsol der feinsten Dispersitat 
zu erhalten. 


4. 
0 














Abb. 1. 


1 Levene-West, Journ. of biol. Chem. 84, 175, 1918. 
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Das auf diese Weise gewonnene Sol besitzt eine auBerst geringe 
Stabilitaét und weist schon nach Ablauf von 60 Minuten nach der Her- 
stellung Keimbildungsphainomene und Sedimentierung auf. Trotzdem 
wurde es ungeschiitzt zu den physikalisch-chemischen Untersuchungen 
benutzt. Zu den biologischen Versuchen dagegen wurde ein Hydrosol 
aus reinem Lecithin nach Levene-West vorbereitet, und zwar indem dieses 
in reinem Alkohol gelést und in der oben beschriebenen Weise sein Hydrosol 
hergestellt wurde. Doch wurde in diesem Falle das Lecithin nicht durch 
das feste kolloidale Stadium gefiihrt, wie es beim Cholesterin geschieht, 
infolge des ausgesprochen hydrophilen Charakters der Substanz. Das fiir 
die biologischen Versuche hergestellte Lecithinsol wurde stets geschiitzt 
angewandt, da sonst bei Einfiihrurg desselben in das Blut sich oft im Blute 
eingetretene Dispergitatsanderungen des Sols feststellen lieben. Als Schutz- 
kolloid diente eine 25 %ige Lésung von jodoxychinolinsulfosaurem Natrium 
(C,H,;0,SNJ Na), da diese Verbindung sich einerseits als bestes Schutz- 
mittel und andererseits als eine fiir den Organismus indifferente Substanz 
erwies. Das auf diese Art zubereitete Lecithinsol zeigte eine vollkommene 
Stabilitat in bezug auf die Eiwei8stoffe und die Elektrolyte des Blutserums, 
sowohl bei intravenéser Einfiihrung, als auch in vitro. Die héchste Konzen- 
tration, die sich bei der Herstellung von Lecithinsolen erreichen lie}, betrug 
etwa 16% remen Lecithingehalts. Eine Ultrafiltration wurde hier nicht an- 
gewandt, da die erhaltenen Lecithinsole sich als ausgesprochen lyophile 
Kolloide herausstellten, die eine Herstellung von Ultrafiltraten schwer 
zulassen. Hierbei la8t sich noch bemerken, daB das dabei benutzte Schutz- 
kolloid in den bei meinen Versuchen benutzten Konzentrationen keinerlei 
toxische oder sonstige Wirkung auf den Organismus ausiiben konnte. Die 
Arbeiten von Schiibel!, Dietrich? u. a. haben nachgewiesen, da die tédliche 
Dosis dieser Substanz beim Kaninchen 0,6 bis 0,8 g pro Kilogramm Kérper- 
gewicht betrigt, wihrend die von mir verwendeten Konzentrationen weit 
unterhalb dieser Werte liegen. Eine Reihe von Proben mit anderen Schutz- 
kolloiden bewiesen, daB die erwihnte Verbindung jedenfalls die giinstigste 
und zugleich bequemste fiir die genannten Zwecke bleibt. 

Da die Herstellung von chemisch-reinem Lecithin und besonders von 
Hydrolecithin sich als auGBerordentlich kostspielig erwies und die vor- 
liegenden Untersuchungen ohne jede materielle Unterstiitzung ausgefiihrt 
werden muBten, so konnten diese Lecithinversuche leider nur in beschranktem 
MaBe angestellt werden. 


Problemstellung. 


Wirft man einen Blick auf den gegenwartigen Stand der Chemie 
der Lipoide, und zwar der Sterine und Phosphatide, so mu man die 
Tatsache hervorheben, da’ die Untersuchungen, die bis zu einem 
gewissen Grade die verwickeltsten Probleme, welche die Chemie dieser 
Substanzen enthialt, klaren und aufdecken, sich hauptsiachlich auf die 
Erforschung der chemischen Struktur derselben beziehen. In der 
Tat deckten die Arbeiten solch hervorragender Forscher wie Wieland 
und Windaus durch eine peinlich genau und systematisch durchgefiihrte 


1 Schiibel, Klin. Wochenschr. 8, 318, 1924. 
2 Dietrich, Deutsch. med. Wochenschr. 89, 1080, 1920. 
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Synthese fast restlos die Strukturformel und die Bildung von Cholesterin 
auf und wurden durch ihre klassischen Untersuchungen epochemachend 
fiir die Geschichte der organischen Chemie dieser Verbindungen. 
Andererseits ist die physikalische Chemie dieser Lipoide noch bis 
heute gréBtenteils ganz ungeklart. Die Lehre von den vorkommenden 
Formen der Cholesteride und auch der Lecithide ist dabei vom physi- 
kalisch-chemischen Standpunkt aus von ganz besonderem Interesse, 
vor allem schon durch die besonderen Eigenschafter dieser Substanzen 
an sich, als Hauptvertreter der Gruppe der sogenannten ,.fettartigen™ 
Substanzen — der Lipoide. 


Die mir aus der Literatur bekannten Forscher, die sich mit Unter- 
suchungen tiber die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Lipoide 
beschaftigten, wurden schon zu Beginn dieser Arbeit angefiihrt (Stern, 
Rona-Deutsch, Porges-Neubauer u.a.). Allerdings besitzen die Arbeiten 
der genannten Autoren keinen systematischen Charakter; die Er- 
forschung des kolloidalen Zustandes von Cholesterin und Lecithin 
wurde meist entweder zufallig oder im Zusammenhang mit bestimmten 
biologischen oder rein medizinischen Aufgaben, mit.denen sich die 
Forscher beschaftigten, unternommen. Von diesem Gesichtspunkt aus 
miissen die Untersuchungen von Lehmann! und Leathes-Raper*®, die 
einen viel ausfiihrlicheren Charakter aufweisen und die Fragen der 
physikalisch-chemischen Zustandsveranderungen verschiedener Lipoid- 
verbindungen umfassen, getrennt von den iibrigen Arbeiten betrachtet 
werden. Doch gelang es mir nicht, aus einer der mir aus dem Schrifttum 
bekannten Arbeiten, die dieses Thema behandeln, auch nur eine zu 
finden, die sich mit der Frage der physikalischen Chemie der Lipoide 
und speziell der Sterine und Phosphatide auch nur annihernd er- 
schépfend oder von allen Seiten systematisch beschaftigt hatte. 


Aus diesen Griinden schien es mir von groBem Interesse — nachdem 
es mir gelungen war, aus reinstem Ausgangsmaterial die kolloidalen 
Lésungen der wichtigsten Vertreter aus der Gruppe der Lipoide 
herzustellen — vor allem streng systematisch die physikalisch- 
chemischen Eigenschaften und Zustandsformanderungen, die diese 
Lipoide in kolloidal-dispersem Zustande aufweisen, zu untersuchen. 
Von besonderem Wert erscheint mir bei solch einer Untersuchung 
und ihrer biologischen Verwertung der Umstand zu sein, daf das Vor- 
gehen eine logische Vollstandigkeit und streng planmaBige Behandlung 
der gestellten Probleme aufweist. 

Soweit es die Laboratoriumseinrichtung und meine materiellen 
Méglichkeiten zulieBen, wurden die erhaltenen kolloid-dispersen 


1 Lehmann, }.c. 
2 Leathes- Raper, ,,The fats“. Ed. Longmans, Green Co., London 1925. 
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Hydrosole von Cholesterin, Cholesterinester und Lecithin den Unter- 
suchungen folgendem Plane entsprechend unterworfen : 
I. Untersuchung der elektrischen und kinetischen Erscheinungen 
der erhaltenen Sole. 

1. Versuche iiber die Solkoagulation bei verschiedenen py 
des Milieus und iiber die Stabilitat der Sole unter ver- 
schiedenen Bedingungen. 

2. Untersuchungen iiber die elektrischen Eigenschaften der 
Kolloidteilchen der Sole: Teilchenladung und elektro-kine- 
tisches Potential derselben. 

*3. Untersuchungen liber die Kinetik des Systems: Dialyse 
und Diffusionsgleichgewicht; Permeabilitaétsversuche mit 
semipermeablen Membranen. 

Il. Untersuchungen tiber die Grenzflachenerscheinungen : 

4. Versuche mit Modell-Cholesteringelen an Gelatine. Er- 

forschung der kapillaraktiven Eigenschaften der Cholesteride. 

. Quellungsversuche an Modellgelen des Cholesterins und 
Vergleichung mit biologischen Objekten. 

6. Untersuchung der rein elektrischen Eigenschaften des 

Mediums und der Kolloidteilchen: Leitfahigkeit und 

Dielektrizitaétskonstante von Cholesterin und Lecithin. 


- 
wt 


Die vorliegenden Mitteilungen bilden eine Darstellung der nach 
diesem Plan angestellten Untersuchungen iiber das Verhalten der 
Cholesteride und Lecithide. Die Untersuchungen erstreckten sich tiber 
einen Zeitraum von zwei Jahren, so daB natiirlich inzwischen einige 
parallele Arbeiten (vgl. Stern) in der Literatur erschienen sind. Doch 
lag den vorliegenden Untersuchungen, wie schon erwahnt wurde, 
das Prinzip einer systematischen und _  logischen Vollkommenheit 
zugrunde. Infolgedessen ware der erwahnte Parallelismus meines 
Erachtens keinesfalls zu den Mangeln dieser Untersuchungen zu rechnen, 
da sich auf diese Weise die Méglichkeit einer breiteren Kritik der 
aufgestellten Probleme bietet, die von neuen Gesichtspunkten aus 
und allseitig beleuchtet werden kénnen. 


Koagulationsversuche. 


I. Koagulationsschwellenwert der Cholesterin-, Cholesterinester- und Lecithin- 
sole bei verschiedenen py. 

Zweck der vorliegenden Mitteilung ist, die Schwellenwerte bei 
verschiedenen py des Milieus fiir die erhaltenen Sole festzustellen. 
Es handelt sich folglich hier um die Feststellung des Einflusses der 
Wasserstoffionenkonzentration auf den KoagulationsprozeB dieser 





eo af tt sos oa —" 


—— A 


— 


N 


S| 


de 


ge 
lés 
sic 








Physikal.-chem. Unters. ii. d. kolloidalen Zustand d. Cholesterins usw. I. 95 


Sole. Dabei wurde auch der EinfluB gewisser Substanzen, die den 
Solen beigemischt wurden, untersucht. Diese Substanzen wiesen den 
Koagulationsprozessen gegentiber sensibilisierende, hemmende oder 
endlich indifferente Eigenschaften auf. Inzwischen sind die Arbeiten 
von Stern (l.c.) erschienen, die ebenfalls die Fragen der physikalisch- 
chemischen Eigenschaften der Cholesterinsole berithren. Da eine Reihe 
der Ergebnisse, zu denen der Verfasser gelangt, von groBem Interesse 
ist, erscheint es mir wiinschenswert, diese mit den Resultaten meiner 
Untersuchungen zu vergleichen. 


Indem ich mich nun den Ergebnissen meiner Untersuchungen 
zuwende, méchte ich zunachst noch auf die von mir angewandte 
Methodik und dann auf die einzelnen Serien der ausgefiihrten Ver- 
suche der Reihe nach eingehen. 


Methodik. 


Zur Herstellung der verschiedenen bestimmten py-Werte des Milieus 
bediente ich mich verschiedener Puffergemische: Acetat-, Tartrat-, Phthalat-, 
Lactat-, Phosphat-, Citrat- und Glykokollpuffergemische, wobei sich am 
geeignetsten die Citrat-, Phthalat-, Tartrat- und Glykokollpuffer erwiesen, 
da sie auch bei verhaltnismaSig hohen Konzentrationen keinen Einflu8 auf 
die Koagulationswirkung der Anionen ausiibten. Fiir die erwihnten Puffer- 
gemische wurden m/60-Verdiinnungen angewandt, fiir die tibrigen m/80. 
In allen Fallen wurden beim Bereiten verschiedener py-Werte dieselben 
elektrometrisch mittels der Kompensationsmethode unter Benutzung der 
klassischen Gasketten nacn Michaelis einer genauen Priifung unterworfen. 
Bei den Untersuchungen wurden auferdem noch folgende Substanzen 
benutzt : 


Ovalbumin als Handelspréiparat von Kahlbaum unter dem Namen 
»Albumin aus Ei cryst.“. 


Serumalbumine (natives Eiwei) wurden aus Kaninchen- und Hunde- 
serum mittels Elektrodialyse unter Verwendung der Mikroapparatur nach 
Toth! gewonnen. Die Dialyse dauerte etwa 1 Stunde, die EiweiBausbeute 
betrug rund 8%, wovon auf das Serumalbumin etwa 72% kamen. Beim 
Kaninchenserum waren diese Zahlen etwas kleiner, da die gesamte FiweiB- 
ausbeute etwa 6,2% betrug. Bei der Dialyse wurde die Chromgelatine- 
Kollodiummembran angewandt; waihrend der 60 Minuten der Dialyse- 
dauer betrug die Stromstarke rund 3,0 mA, bei py = 6,8, 4 = 2,54 bis 
3,0 . 10-8. 


Palmitinsdure-Galle wurde nach dem Verfahren von Hoppe-Seyler in 
der Modifikation von Hammarsten aus Ochsengalle hergestellt. 


Glykogen wurde nach der Pfliigerschen Methode aus Kaninchenlebern 
gewonnen, wobei die Tiere vorber per os 200 ccm einer 20 %igen Glucose- 
lésung erhielten. Die Handelspriparate von Merk und Kahlbaum erwiesen 
sich als &ufBerst unrein. 


1 Toth, diese Zeitschr. 189, 270, 1927. 
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Was die iibrigen Substanzen anbetrifft, wurden nur die chemisch- 
reinen Praparate der Firma Kahlbaum-Schering und de-Haen benutzt, 
nach vorhergehendem sorgfaltigstem Umkristallisieren derselben. 


Die Triibungsgrade, wie auch der Koagulationsgrad wurde im Tyndall- 
schrank gemessen. 


Tabelle I. 


Je 3cem variierten verschiedenen Puffergemisches zugesetzt zu: 


1. 
ae 
3. 2 
4, 2 
5. 2 
.6. 2 
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A. Citrat-, Phthalat-, Tartrat-, Glykokoll 
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os 
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1,0 
10,0 
0,5 
1,0 
5,0 
0,1 
0,5 
0,5 
1,0 


2cem 0,5%igem Cholesterinsol (grob-disp.) 


, ” 99 
rh . (Ultrafiltrat) : 
” , ” 
9 Lhd 
9» Estersol 
” ” 
ie Cholesterinsol von Heyden 
” 9 9% 9%” 


-Puffergemische (m/60). 








PH 
Nr. — — a 
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B. Acetat-, Phosphat-, Lactat-Puffergemische (m/80). 
PH 
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Indem ich mich nun den Ergebnissen meiner Untersuchungen 
zuwende, méchte ich zuerst auf die einzelnen Serien der ausgefiihrten 
Versuche der Reihe nach eingehen. 

Tabelle I bringt die bei der- Untersuchung des Einflusses der 
Wasserstoffionenkonzentration auf die Cholesterin-, Ester- und Lecithin- 
sole erhaltenen Daten. Es handelt sich hier um die sogenannte ,,rasche“‘ 
Koagulation, wobei fiir die Cholesterinsole der erhaltene Koagulations- 
schwellenwert fast unabhangig von der Art der angewandten Puffer 
ungefahr bei pa = 3,8 bis 4,0 liegt. Man kann also, im Rahmen der 
Versuchsfehler, fiir die Cholesterinsole pg = 4,0 und fiir die Estersole 
pu = 2,0 rechnen. Bei der Verwendung von Acetat-, Phosphat- und 
Lactat-Puffergemischen ist der Koagulationsschwellenwert fiir beide 
Sole etwas nach der alkalischen Seite hin verschoben, was aber auf 
den méglichen koagulierenden Einflu8 der Anionen dieser Puffer- 
gemische zuriickzufiihren ist. 

Wie die Tabelle zeigt, besitzt die Solkonzentration keine wesent- 
liche Bedeutung fiir die Werte der Koagulationsschwelle. 


Vergleicht man nun die von mir gewonnenen Daten mit den 
Resultaten, die Stern in seinen Arbeiten erhielt, so lassen sich in den 
von mir erzielten Ergebnissen bedeutende Unterschiede feststellen. 
Fiir die 1 %,igen Cholesterinhydrosole ohne Schutzkolloide gibt Stern 
die Koagulationsschwelle als py = 4,7 an (Acetat-, Phosphatpuffer). 
Fiir die Estersole fand er auch von den meinen abweichende Werte, 
und zwar pa = 1,5; die Ergebnisse von Rona-Deutsch nihern sich den 
meinen. 


Diese Zahlenwiderspriiche bei drei Autoren mu8 man meines 
Erachtens vor allem auf die Verschiedenheit der angewandten Aus- 
gangsmaterialien bzw. auf die Art und Weise der Herstellung der 
Hydrosole zuriickfiihren. Der KoagulationsprozeB, der auf den feinsten 
elektrokinetischen Eigenschaften der Kolloidteilchen beruht, gehért 
wohl zu den empfindlichsten physikalisch-chemischen Reaktionen 
der Substanz. Infolgedessen mu die eine oder die andere, wenn auch 
noch so geringe Beimischung einen gewissen EinfluB auf diese Reak- 
tionen ausiiben, und zwar im Sinne von eintretenden Veranderungen 
der Koagulationsschwellenwerte derselben. 


Der Beschreibung seiner Methodik bei der Herstellung der 
Cholesterinsole nach zu urteilen, ist es sehr zweifelhaft, ob es Stern 
gelungen ist, ein reines Cholesterinhydrosol zu erhalten. Es aBt sich 
mit Sicherheit annehmen, da seine Praiparate bestimmte Beimischungen 
von Alkoholresten enthielten, wobei man noch erwahnen muB, daB 
der Autor keine- Kontrolluntersuchungen zur Feststellung etwaiger 
Beimischungen von Alkohol ausfiihrte. Wie aber meine Versuche gezeigt 


Biochemische Zeitschrift Band 218. 7 
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haben, bildet die Alkoholfallung der Cholesterinsole einen recht regel- 
maBigen, wenn auch komplizierten KoagulationsprozeB. Aus diesen 
Griinden nun habe ich, um ein vollkommen einwandfreies Cholesterinsol 
zu erhalten, die Uberfiihrung des Cholesterins und seiner Ester in 
den kolloidalen Zustand durch eine vorherige fest-amorphe oder 
kristallinische Phase vorgenommen. 

Es ist also von Wichtigkeit zu betonen, daS fiir die Beurteilung 
der Ergebnisse von Koagulationsprozessen man vor allem die Gleichheit 
und Vollkommenheit des benutzten Ausgangsmaterials zu_beriick- 
sichtigen hat. 

Zur niachsten Versuchsserie tibergehend, welche die Untersuchungen 
itiber den die Solkoagulation sensibilisierenden oder hemmenden Einflu8 
verschiedener Substanzen betrifft, muB ich auf die Daten der Tabelle II 
hinweisen. 

Bei der Ubersicht der erhaltenen Resultate teile ich dieselben, 
der Bequemlichkeit wegen, nach dem Charakter der angewandten 
Substanzen in einzelne Gruppen, da es auf diese Weise leichter ist, 
vor allem den allgemeinen Charakter der Wirkung dieser Substanz 
festzustellen. 

1. Native Eiweibkérper. Die EiweiBkérper sind, wie meine Ver- 
suche deutlich zeigten, ausgesprochene Sensibilisatoren der Cholesterin- 
und Estersole. Nehmen wir an, daB der isoelektrische Punkt der 
Albumine bei px = 4,4 liegt, so 1aBt sich feststellen, daB die Eialbumine 
die Koagulationsschwelle der Cholesterinsole zu ihrem isoelektrischen 
Punkt verschieben, die Serumalbumine die Cholesterinfallung noch 
stirker sensibilisieren, so daB der Koagulationsschwellenwert schon 
bei pao = 6,3 zu liegen kommt. Der Dispersitatsgrad wie auch die 
Konzentration der Sole spielt dabei keine Rolle. 

Wenn man diese Tatsachen mit den Ergebnissen von Stern ver- 
gleicht, so ergibt sich auch hier wieder ein Unterschied in den erhaltenen 
Daten, der offenbar auf das Ausgangsmaterial bzw. das Ausgangssol 
zuriickzufiihren ist. 

AuBer den erwaihnten EiweiSsubstanzen wurde auch eine Reihe 
von Aminosiuren untersucht: Sarkosin, d, ]-Alanin, d, 1-Serin, d-Valin, 
d, l-Leucin, d-Asparagin, Glutamin, d-Arginin, Phenylalanin, Tryp- 
tophan und d-Prolin. Raumersparnis halber sind die Ergebnisse dieser 
Versuche nicht in der Tabelle II angegeben. Es stellte sich heraus, 
daB alle verwendeten Aminosaduren, auBer der Phenylalaninverbindung, 
sich vollkommen als indifferent in bezug auf die Cholesterinsol- 
koagulation erweisen. Was dagegen das Phenylalanin anbelangt, so 
konnte hier eine Verschiebung der Koagulationsschwelle bis py = 4,6 
festgestellt werden. Wodurch diese Tatsache bedingt ist, laBt sich 
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natiirlich sehr schwer beurteilen; es ist méglich, daB hier gewisse 
Beimischungen eine Rolle spielen. 

2. Galle und ihre Komponenten. Wenn nach meinen Versuchen 
die palmitinsauren Chole in ihrem kolloidalen Zustande keinen Einflu8 
auf die Koagulation der Cholesterin- und Estersole aufwiesen, so be- 
sitzen andererseits ihre Derivate (Taurin, Cholin) eine klar ausgepriagte, 
hemmende Wirkung auf diesen ProzeB. Diese Wirkung hat auch 
Stern schon beobachtet; allerdings untersuchte er lediglich die Gallen- 
salze, mit denen er einen noch mehr ausgesprochenen Effekt beob- 
achten konnte. 

Eine befriedigende Erklarung dieses Prozesses laBt sich natiirlich 
nur schwer finden; vielleicht liegen die Ursachen nicht nur in dem 
physikalisch-chemischen Phanomen, sondern auch in rein chemischen 
Affinitaten zwischen diesen beiden Substanzarten. 

3. Fermente zeigten in meinen Versuchen, auBer dem Pepsin 
und Trypsin, keinen weiteren Einflu8 auf die Koagulation von Chole- 
sterinsolen. Die Proteasen erwiesen sich aber als Sensibilisatoren. 
Untersucht wurden nicht nur die Handelspraparate von Pepsin und 
Trypsin, sondern auch Pepsin, welches nach Hammarsten aus der 
Hundemagenschleimhaut dargestellt worden war. 

Es scheint mir doch nicht méglich zu sein, diese Sensibilisierung 
der Cholesterinsole ausschlieBlich diesen Fermenten an sich zuzu- 
schreiben; denn bis heute ist ja die chemische Struktur der Fermente 
noch nicht festgestellt, so daB die Annahme, daf diese Sensibilisierung 
durch den EinfluB der die Fermente begleitenden Substanzen und 
Gruppen (vielleicht Eiwei8kérper) verursacht wird, nicht ausgeschlossen 
ist. Dabei mu8 man die gerade eben erhaltenen Ergebnisse der 
Versuche mit Phenyl-alanin sowie mit nativen EiweiSkérpern 
im Zusammenhang mit den oben geschilderten besonders beriick- 
sichtigen. Jedenfalls unterliegt es keinem Zweifel, daB zwischen 
kolloidalem Cholesterin und Proteasen gewisse Beziehungen bestehen, 
was besonders aus den biologisch-chemischen Arbeiten von Dérle! 
und van Briicke? hervorgeht. 

4. Kohlenhydrate. Wenn man die Koagulationsprozesse der 
Cholesterinsole mit einem Zusatz einiger Kohlenhydrate, besonders 
der Glucose betrachtet, so lassen sich hier besonders eigenartige Ver- 
anderungen im kolloidalen Zustand der Sole feststellen. Die Kohlen- 
hydrate erscheinen hier als sensibilisierende Substanzen, jedoch nicht 
alle in gleichem Mae. Dabei treten bei der Koagulation einige be- 
sondere Erscheinungen ein, auf die man ausfiihrlicher eingehen muB. 


1 Dérle, Zeitschr. f. d. ges. exper. Medizin 34, 406, 1923. 
2 van Briicke, Vorlesungen iiber Physiol. 1, 294, 1874. 
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Je 3 ccm variierten verschiedenen Puffergemisches 





zugesetzt zu: 





2,0 2,2 2,8 
1,5 ccm Cholesterinsol (grobdispers) nach 1 Std. +. +++ aoe 
+05 , 0,5%ig. Ovalbumin. . . . nach24Std. ttt + 
1,5, Cholesterinsol (Ultrafiltrat) . nach 1 Std. rel 
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Tabelle] 
— ——---— -—— ; ~ 
Je 3eccm variierten verschiedenen Puffergemisches | 
zugesetzt zu: | 2.0 22 2.8 
1,5cecm 1%ig. Cholesterinsol (mittl. Disp.). . ++++ +++) +44 444 
OS 5. ie Gate. 5 oe Re. tee itt++) +++ | + 
ST eee ae t+ | ttt | +++ + 
+0,5 , 1%ig. Guccse. .... 2... +++ |/ +++] 444+ +4 
15. 1%ig. Cholesterinsel .. . . . 2... +++ | t++ | +++ - 
«| Ba ee sc sk eee as +++ | +$4+4+ |] +4+4+ | +42 
15 , 1%ig. Cholesterinsol ........ tet | tet | +H Ott 
4+OB . 1%ig Gelltew.. . 2. wc +++) +++ | +44 | +++ 
1,5 , 1%ig. Cholesterinsl ........ +++ | +++ | +++ | + 
+0,5 , 0,5%ig. Oleinsiuresol. ....... tet eet | tet | C++ 
15 « ‘1%ig. Cholestetionld ... . 2... et? | +++ | ++ ++ 
+0,5 , 0,5%ig. Stearinsiuresol. ...... +++ | +++ | ++ | +- 
ee +++ ) +++ ++ ++ 
+0,5 , 0,5%ig. Palmitinsauresol ...... +++ | +++ ++ ++ 
15. “O%ig. Geelesberignsl 2... wk ++++) +44 | +4+4+ | +++ 
+0,5 , 0,1%ig. Hydrolecithinsol ...... SEPP tt tlt tts 
15 , 1%ig. Cholesterinsol .....2... tet) tet Ott | +++ 
+05 , 1%ig. Lecithinsol nach Levene. . . . | ++++4+) +4+4+ | +44 / ++ 
1,5 , 1%ig. Cholesterinol ........ ++) ttt | +++ 
+05 , 1%ig. Mannose, Lactose 
Saccharose, Arabinose +++ |) +44 | +44 | +++ 
15 , 1%ig. Cholesterinsol ........ 1 eet) eet +t | Cct+4+4 
+0,5 , 0,5%ig. Nicotin ,Merck* ...... ttt ittt+i+4+4+4+) +4++ 
SB » 2%ig: Cimlestetiogsl 2... wt +++ ) +4+4+ ++ ++ 
+05 , 0,5%ig. Strophanthin ,Merck“ +++ |) 444 > 444 / 44+ 
15 , 1%ig. Cholesterinsol .....2... +++) 4+4+ a _ 
+05 , 0,5%ig. Adonidin pur........ tet | t+ | +44 | +4+- 
15 , 1%ig. Cholesterinsol 
+0,5 , 0,5%ig. Adrenalin ,Davis® ..... | ++) +4++4+ > +44 / +47 
+0,5 , 0,5%ig. Digitoxin ,Merck“® .... . (+++ 44+, ++ - 
+0,5 , 0,5%ig. Suprarenin Roche“ ++4++) +4+4+ | +4+4+ +++ 
Ablesung nach 24 Std. |++++ 444 +44 | +++ 
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Glucosezusatz zu dem Sol verschiebt deutlich die Koagulations- 
schwelle bis pg = 5,3 bis 5,8, also stark nach der alkalischen Seite. 
Dabei treten aber in der Solzustandsform folgende Veranderungen 
ein: wenn bis zu py = 4,2 bis 4,4 stets eine deutliche Flockung und 
Koagulation zum Vorschein kam, so anderte sich der Charakter dieser 
Flockung, je mehr sich der py-Wert dem alkalischen Gebiet naherte ; 
das Sol zeigte eine auBerst feine Flockung, nachdem es sprunghaft 
etwa bei pa = 4,8 bis 5,0 eine klebrige fadenartige Masse darstellte, 
um sich in seinem Koagulationsschwellenwert als eine feinkérnige 
Emulsion mit klebrigen feinsten Keimen zu erweisen. — Hier fehlt 
also der fiir Cholesterinsole typische Suspensionscharakter. Man ge- 
winnt den Eindruck, daB die Glucose sich nicht nur als ein Sensibilisator 
des Sols im Sinne einer Begiinstigung seiner Fallung erweist, sondern 
daB sie den Charakter derselben andert, und zwar im Sinne einer Um- 
wandlung in ein hydrophiles Kolloid. 


Wodurch sich diese Erscheinung erklaren la8t, bleibt natiirlich noch 
vollkkommen unklar; es ist sehr wohl méglich, daB wir es hier mit ge- 
wissen Adsorptionskraften zwischen beiden Komponenten zu tun haben. 
Wie noch weiter unten gezeigt werden wird, mu8 der Mechanismus 
dieser Erscheinung woh] ein auBerst kom/lizierter und verwickelter sein. 


Die tibrigen Saccharide zeigen im Prinzip das gleiche Bild, wenn 
auch weniger deutlich ausgepragt. 


5. Fette. Es wurden nach dem iiblichen Verfahren die Hydrosole 
einiger Fettsauren hergestellt und auf ihre koagulierende Wirkung 
hin geprift. Es stellte sich dabei heraus, daB dieselben sich vollkommen 
indifferent den Cholesterin- und Estersolen gegeniiber verhalten. 
Anders aber verhielten sich, wie ich beobachten konnte, die nach dem 
oben beschriebenen Verfahren hergestellten Lecithinsole. Bei einem 
Zusatz derselben zu den Cholesterinsolen trat eine ausgesprochene 
Sensibilisierung ein, so daB der Koagulationswert bis zu py = 6,3 
mit Hydro-Lecithinsol, und bis zu pg = 6,0 mit Lecithinsol (aus 
Lecithin nach Levene-West) verschoben wurde. Hierbei lieB sich das 
Auftreten der sogenannten ,,unregelmaBigen Flockungsreihen“ beob- 
achten. Das Flockungsoptimum lag bei pg = 6,8, wenn das Gemisch 
folgendes Verhiltnis zeigte: (1:1)—1% Lecithinsol:0,5% nicht 
ultrafiltrierten Cholesterinsols. Wurde aber ein feindisperses Cholesterin- 
sol genommen in einem Verhaltnis von 0,35: 0,5, so verschob sich das 
Flockungsoptimum durch Lecithinsol noch mehr ins alkalische Gebiet 
und lag nun bei pg = 7,4. 


Besonders interessant erscheinen diese Ergebnisse, wenn man 
bedenkt, daB beide Sole gleich negativ geladen sind und trotzdem 
eine gegenseitige Flockung hervorzurufen imstande sind, was vom 
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Standpunkt der theoretischen Kolloidchemie eine ganz auffallende 
Tatsache ist. 

Zum SchluB muB ich noch auf eine Serie der ausgefiihrten 
Messungen eingehen, und zwar auf die, welche das Verhalten der Chole- 
sterinsole im Gemisch mit einigen Alkaloiden betreffen. Die unter- 
suchten Alkaloide, meist aus der Digitalisreihe, iibten, auBer einigen, 
eigentlich keinen Einflu8 auf den Koagulationsproze8 der Cholesterinsole 
aus. Eine besondere Stellung nimmt in diesen Versuchen das Nicotin 
ein. Dieses erwies sich bis zu einem gewissen Grade als Sensibilisator, 
indem es eine Verschiebung der Koagulationswerte des Sols bis zu 
pu = 5,0 hervorrief. 

Der Mechanismus der Nicotinwirkung schien mir besonders 
interessant, eine genauere Untersuchung desselben lohnend. Vor 
allem drangte sich der Gedanke auf, ob diese Wirkung des Nicotins 
nicht auf seine kapillaraktiven Eigenschaften zuriickzufiihren ware. In 
der Tat gehért das Nicotin (8-Pyridyl-methylpyrrolidin) dementsprechend 
(in meinen Versuchen linksdrehend [a], = — 160, 86°), wie allgemein 
bekannt (Overton u.a.), zu einer Gruppe von Substanzen, die die 
Eigenschaft, recht schnell zu diosmieren, aufweisen. Schon Osterhout! 
gelang es, einwandfrei nachzuweisen, da das Nicotin recht betrachtlich 
die Permeabilitat der Algen herabzusetzen imstande ist. 

Freundlich zeigte nun andererseits, daB die Alkaloide in bezug 
auf die negativen Suspensionskolloide, ahnlich den mehrwertigen 
anorganischen Kationen, entladend und flockend wirken kénnen. 
Um diese Fragen in meinen Versuchen mit mdéglichster Wahrschein- 
lichkeit und Bestimmtheit lésen zu kénnen, wurden die Versuchsserien 
iiber die Adsorbierbarkeit von Nicotin und Strophantin durch kolloidales 
Cholesterin angestellt, wobei verschiedene Nicotin- und Strophantin- 
konzentrationen benutzt wurden. Auf Abb. 2 sind die Adsorptions- 
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Abb. 2. 


1 Osterhout, Journ. of gener. physiol. 1, 515, 1919. 
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kurven dieser Alkaloide auf Grund der ausgefiihrten Analysen ver- 
anschaulicht. Es stellte sich nun vor allem heraus, da8 nicht nur 
Nicotin, sondern auch Strophantin durch Cholesterinteilchen adsorbiert 
wurde. Dabei wurde Nicotin unter gleichen Umstinden bedeutend 
besser und starker adsorbiert als Strophantin. 

Vergleicht man aber die erhaltenen Adsorptionskurven von Nicotin 
und Strophantin mit den Koagulationswerten, die fiir diese Alkaloide 
erhalten wurden, so 14Bt sich auf Grund der gewonnenen Daten fest- 
stellen, daB die stirkere Koagulationswirkung des Nicotins schon bei, 
im Vergleich zu der Strophantinwirkung, geringerer Konzentration 
auf die verschiedene Adsorption derselben durch die Kolloidteilchen 
des Cholesterinsols zuriickzufiihren sein muB. Es handelt sich nun 
hier offenbar um durch Adsorption hervorgerufene Herabsetzung 
des ersten kritischen Potentials des Sols mit eingetretener Teilchen- 
entladung und dadurch verursachter Solflockung. 

Zur nachsten Versuchsserie iibergehend, die die Estersolkoagulation 
betrifft (Tabelle IIT) und unter den gleichen Versuchsbedingungen 
wie in der vorhergehenden Gruppe ausgefiihrt wurde, 148t sich in erster 
Linie auf eine ausgesprochene Ahnlichkeit mit den eben gefundenen 
Daten hinweisen. 

Es ist hier zu bemerken, da8 allerdiigs die Serumalbumine wie 
auch die Glucose eine ,,unregelmaBige Reihe“ aufweisen. Man bemerkt 
dabei zwei Flockungszonen — eine untere und eine obere. Es handelt 
sich hier offenbar um eine Umhiillung der Kolloidteilchen des Sols, 
die zur Umladung derselben fiihrt und diese Flockungsverhiltnisse 
bedingt. 

Was aber die iibrigen Nichtleiter anbelangt, so 1aBt sich auf Grund 
der erhaltenen Daten, die in Tabelle ILI angefiihrt sind, kein wesent- 
licher Unterschied im Verhalten derselben feststellen. Besonders 
interessant erscheint das Verhalten des Estersols im Gemisch mit 
dem Cholesterinsol. Dieses eigenartige Verhalten solcher Gemische 
in bezug auf die Koagulationserscheinungen wurde zuerst von Stern 
beschrieben; er bezeichnet diese Phainomene als_ ,,Schutzwirkung“ 
der Estersole. 

In der Tat, wie auch meine Versuche zeigen, wird durch ein 
Cholesterinestersol die Koagulationsschwelle von Cholesterin verschoben, 
oder — genauer gesagt — in einer Mischung beider Sole tritt nur 
der Koagulationsschwellenwert des Estersols auf. Von besonderer 
Wichtigkeit ist meines Erachtens dabei der Umstand, daB die maf- 
gebende Einwirkung auf die Verschiebung des Koagulationsschwellen- 
wertes nur der Estersol-Cholesterinsol-Quotient ausiibt. Denn je 
kleiner die Estersolkonzentration im Gemisch ist, desto weniger 
ausgesprochen kommt dieses ,,Schutzwirkungsphanomen“ bei wach- 
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sender Cholesterinsolkonzentration zum Vorschein. Nur in den Fallen, 
wo die Estersolkonzentration ausgesprochen tiberwiegt, ist der beob- 
achtete Effekt vorhanden. Stern! fiihrt diese Erscheinung auf die 
Schutzwirkung des Estersols zuriick und betont diese Tatsache be- 
sonders von dem Gesichtspunkt aus, daB die beiden Sole, trotz ihres 
hydrophoben Charakters, doch eine gegenseitige Schutzwirkung aus- 
zuiiben imstande sind. Wenn man aber auch, trotz gewisser Schwierig- 
keiten vom rein kolloid-chemischen Standpunkt aus, solch einen Mecha- 
nismus zur Erklarung dieser Erscheinung annehmen will, so scheint 
es mir doch fast ausgeschlossen zu sein, daB zwei hydrophobe, gleich 
geladene Sole eine so stark ausgeprigte Schutzwirkung ausiiben kénnen. 
Es lieBe sich dann nur annehmen, daB eine der beiden Komponenten 
in einen hydrophilen Zustand tiberginge, was in bezug auf das Cholesterin 
sehr wahrscheinlich ist, wenn man die Hydratationserscheinungen 
in Betracht ziehen will. Andererseits aber erscheint es hier iiber- 
haupt mdglich, den Mechanismus der ,,Schutzwirkung“ der Kolloide 
bei der beschriebenen Erscheinung nicht als Erklarung derselben 
anzufiihren. Es ist bekannt, daB sehr oft, bei einer Mischung zweier 
lyophoben Sole, wenn eines von denselben in ausgesprochenem Uber- 
schu8 vorhanden ist (wie es gerade in meinen wie auch in den Sternschen 
Versuchen der Fall war), sich keine Flockung beobachten 14Bt, da die 
Teilchen des im Uberschu8 vorhandenen Sols die in geringerer Menge 
vorhandenen verdecken. Es ist folglich auch durchaus méglich, daB 
in meinen Versuchen eine ahnliche Erscheinung auftritt. 

Zum Schlu8 mu8 ich hier noch auf eine Untersuchungsart hin- 
weisen, welche Stern in seiner letzten Arbeit (1. c.) besonders beschrieben 
hat. Es handelt sich um einige Beobachtungen iiber die Stabilitats- 
erhéhung gealterter Cholesterinsole. Stern untersuchte ein 1 \,jahriges 
ungeschtitztes Cholesterinsol, wobei er eine Stabilitatserhéhung desselben 
den Koagulationseinfliissen der H-Ionen gegeniiber einwandfrei feststellen 
konnte; auBerst bemerkenswert ist auch seine Entdeckung, da dieses 
1\,jahrige Sol keine Dispersitatsanderungen aufwies (... ,,e8 war 
auch kein Absetzen von Teilchen bemerkbar“, zitiert nach Stern, 
8.321). Diese Tatsache der Stabilitiatserhéhung fiihrt Stern auf das 
Altern des Sols zuriick. 

Ich méchte nun hier ebenfalls auf eine ahnliche Erscheinung 
hinweisen, die ich in meinen Versuchen feststellen konnte und die in 
einem gewissen Widerspruch zu den Sternschen Angaben steht. Ein 
sich selbst tiberlassenes ungeschiitztes Cholesterinsol, welches gleich 
nach seiner Herstellung in einem fest verschlossenen und von innen 
sorgfaltig paraffinierten Kolben aus Jenaer Glas vor Licht geschiitzt 


1 Stern, diese Zeitschr. 203, 318, 1928. 
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aufbewahrt wurde, zeigte schon am Ende der ersten Woche eine aus 
gesprochene Verianderung seiner Dispersitaét mit ausgesprochener 
Teilchensedimentierung. Weiterhin machten sich in dem Cholesterinsol 
schon in der dritten Woche Giarungsprozesse und schlieBlich Faulnis- 
prozesse bemerkbar, so da von einer jahrelang dauernden Erhaltung 
solch eines reinen ungeschiitzten Sols natiirlich keine Rede sein kann. 


Wenn man nun die von mir erhaltenen Ergebnisse mit den Angaben 
von Stern vergleicht, so scheint es mir, daB die Erklarung der Phinomene, 
die Stern beobachtete, keineswegs etwas mit den Alterungserscheinungen 
der Sole zu tun hat. Es ist sehr wahrscheinlich, daB man nicht nur 
die so auffallende Dispersitatsstabilitat, sondern auch die Stabilitats- 
erhéhung des Sols auf die Reste von Alkohol zuriickfiihren mu8, deren 
Anwesenheit man bei der Solgewinnung nach der Methode von Stern 
nicht mit Sicherheit ausschlieBen kann. Es ist wohl bekannt, daB die 
kleinsten Spuren von Elektrolyten und organischen Verbindungen 
(vgl., Freundlich), und zwar gerade die Spuren, d. h. die unbedeutendsten 
Konzentrationen derselben, nicht zur Flockung, sondern zur Stabilitats- 
erhéhung der Sole fiihren, da in solchen Fallen das £-Potential der 
Teilchen sein Maximum erreicht (Kruyt!, Freundlich-Rona*). In der 
Tat kénnen ganz kleine Konzentrationen von Elektrolyten oberhalb 
des ersten kritischen Potentials eine weitere Aufladung der Micellen 
verursachen und dadurch die Bestandigkeit des Sols steigern. Dabei 
ist auch gar nicht ausgeschlossen, daB gerade die Anwesenheit der 
Alkoholreste in den Sternschen Solen dieselben vor den erwahnten 
Garungs- und Fiulnisprozessen schiitzte. 

Diese letztere Erklarung scheint mir mehr zu den Tatsachen 
zu passen, die Stern an seinem 11, Jahre alten Sol beobachten konnte, 
und die nichts weiter mit dem ProzeB, welcher in der Kolloidchemie 
als ,,Alterungserscheinungen“ bezeichnet wird, zu tun hat. 

Zum SchluB méchte ich hier auch darauf hinweisen, daB eine 
Verdiinnung solcher ,,alten‘‘ Sole mit destilliertem Wasser, wie sie 
Stern in seinen Versuchen vornahm (vgl. Stern, FuBnote zu Proto- 
koll 9 bis 10), gewissermaBen gewagt erscheint. Denn es ist wohl 
geniigend bekannt, daB schon eine Verdiinnung des Sols mit Wasser 
dessen elektrokinetische LEigenschaften sogar recht betrachtlich 
aindert und peptisierend wirken kann (vgl. Ostwald*). Ferner wird 
durch die Verdiinnung eventuell die Konzentration der vorhandenen 
aktiven Elektrolyten bzw. Alkoholreste herabgesetzt und die Ver- 
teilung der Kolloidteilchen dadurch beeinfluBt. Alles dies kann also 


1 Kruyt, Kolloid-Zeitschr. 22, 81, 1918. 
2 Freundlich- Rona, Sitzungsber. d. PreuB. Akad. d. Wiss. 20, 397, 1920. 
3 Wo. Ostwald, Kolloidchem. Beih. 10, 226, 1919. 
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eine starkere Aufladung der Micellen und dadurch auch die Steigerung 
der Bestandigkeit des Sols bedingen. 

DaB eine solche Solverdiinnung gerade in den Versuchen von 
Stern stattfand und fraglos die Stabilitaét des ,,alten‘‘ Sols beeinflussen 
konnte, gibt der Autor selbst zu, indem er schreibt: ,,daB die Koagu- 
lationsgrenze bei 3,8 lag und bei Verdiinnung des Sols unter Um- 
standen noch unter pq = 2,5 sinkt’*. Mir scheint es hiernach, daf 
der Autor selbst die eben von mir entwickelte Ansicht itiber den 
Mechanismus seiner Versuche mit den ,,gealterten‘‘ Solen voll und 
ganz bestatigt. 

Die nachste Versuchsgruppe der vorliegenden Untersuchungen 
betrifft die Lecithin- und Hydrolecithinsole. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle IV angefiihrt. ; 

Das von mir zubereitete Lecithinsol nach Levene-West zeigte, 
wie schon oben erwahnt wurde, einen typischen lyophilen Charakter. 
Dabei sei noch besonders hervorgehoben, daB die erhaltenen Lecithinsole 
die schon seinerzeit von einigen Autoren (Neuschloss!) beschriebenen 
Phanomene der Herabsetzung der Oberflachenspannung aufweisen, 
was natiirlich aufs engste mit dem Koagulationsverhalten dieser Sole 
zusammenhangt. Dies alles unterscheidet die Lecithinsole ihrem ganzen 
Verhalten nach von den Cholesterinsolen, besonders in bezug auf die 
Empfindlichkeit derselben der Wasserstoffionenkonzentration gegen- 
iiber. Aus den bei der Untersuchung der Lecithinsole erhaltenen Daten 
folgt vor allem, daB es hier stets méglich ist, ein ,,Flockungsoptimum‘‘ 
zu finden, das offenbar dem ,,isoelektrischen Punkt‘‘ von Lecithin 
entspricht. 

Fiir die Hydrolecithinsole liegt dieses Optimum bei der Anwendung 
von Citrat-Phosphat-Puffergemischen nach meinen Versuchen bei 
pu = 2.9. Dabei erreichte die Koagulationsgrenze py-Werte bis zu 6,3. 
Fiir die Lecithinsole nach Levene-West liegt der Koagulationswert 
bei pa = 5,6, das Optimum bei px = 2,2. Hier liegen also die Koa- 
gulationsschwellen viel héher als bei den Cholesterin- und Estersolen: 
die .Lecithine sind weit empfindlicher gegen die Konzentrations- 
anderungen der H-Ionen. 

In der Abb. 3 sind die Ergebnisse aus der Tabelle IV veranschaulicht. 
Aus den erhaltenen Kurven geht vor allem klar hervor, daB durch 
den Zusatz verschiedener Substanzen, hauptsiachlich von Nicht- 
elektrolyten, sich nicht nur die Koagulationsgrenze der Lecithinsole, 
sondern auch das Flockungsoptimum derselben andert. Der Einflu8 
der verschiedenen Substanzen erscheint dabei viel starker als bei den 
Versuchen mit Cholesterin- und Estersolen. 


1 Neuschloss, Pfliigers Arch. 181, 17, 1920. 
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Alle in meinen Versuchen angewandten Saccharide stellten sich 
als mehr oder weniger ausgesprochene Sensibilisatoren der Lecithinsole 
heraus. Den gréBten Effekt zeigte die Glucose, die die Koagulations- 
grenze bis zu pg = 7,4 verschob. Wenn aber dabei die Glucosekonzen- 
tration im Lecithinsol nicht plétzlich, sondern allmahlich erhéht wird, 
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Kurve I: Reines Lecithinsol, Kurve Il: Lecithinsol mit einem Zusatz von 10 °/, Glucose. 


so tritt offenbar bei der Uberschreitung der ,,kritischen Konzentration‘ 
eine sprunghafte Veranderung des Solcharakters ein. Das Lecithinsol 
nimmt von diesem Moment an alle Eigenschaften eines typischen 
Suspensoids an. Dieses zeigt sich in erster Linie in dem kritischen 
Sinken der Solviskositaét und in dem Auftreten des Phinomens von 
Tyndall. Etwas Ahnliches konnte ich auch bei der EiweiSsensibili- 
sierung der Lecithinsole konstatieren. Ich muB aber hier noch darauf 
hinweisen, daB das Flockungsoptimum des Lecithinsols mit dem 
isoelektrischen Punkt des Albumins (pg = 4,7) zusammenfallt. Offenbar 
sind in beiden Fallen die Glucose wie auch die EiweiSkérper imstande, 
die Lecithinteilchen so vollkommen zu umbhiillen, daB die eigenen 
elektrischen Eigenschaften des Sols maskiert werden. Natiirlich darf 
man hierbei nicht die Wechselbeziehungen, die zwischen den koagu- 
lierenden Eigenschaften der verwendeten Substanzen und der Ober- 
flichenaktivitat derselben zweifellos vorhanden sind, auf die schon 
Traube! in bezug auf die lyophilen Kolloide hinwies, auBer acht lassen. 

Die ausgefiihrten Versuche betrafen also die Bestimmung der 
Koagulationsschwellen der Cholesterin- und Lecithinsole unter 
dem Einflu8B von Wasserstoffionenkonzentration und verschiedenen 
Nichtelektrolyten. Die erhaltenen Daten ergeben ein recht umfang- 
reiches und interessantes Material von Tatsachen, das jedoch noch 
nicht vollstandig ist, da noch nicht die Rede von den Versuchen war, 


1 Traube, Pfliigers Arch. 158, 276, 1913. 
Biochemische Zeitschrift Band 218. Ss 
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die angestellt wurden, um vom kolloid-chemischen Standpunkt aus 
den Mechanismus der festgestellten Fallungsprozesse dieser S>le unter 
verschiedenen Bedingungen zu untersuchen und zu klaren. 

Die weiteren Abschnitte der vorliegenden Arbeit behandeln darum 
die Bestimmung der Koagulationswerte und Koagulationsgeschwindig- 
keiten der Elektrolytenfaillung dieser Sole in verschiedenen Konzen- 
trationen. Es ist klar, daB die Verkniipfung dieser Bestimmungen 
mit dem tatsichlichen Material der Versuche einen Beitrag zu den 
Theorien iiber das Wesen der Koagulationserscheinungen darstellen wird. 


II. Die Fdllbarkeit der Sole durch Elektrolyte. 


Die Kolloidflockung durch Elektrolyte stellt eigentlich nichts 
anderes als eine rein elektrokinetische Erscheinung dar, der eine 
Anderung der elektrischen Eigenschaften der Micellen zugrunde liegt. 
Auf dieser Vorstellung beruhen alle die Folgeerscheinungen, welche 
bei der Fiallung der Kolloide zu beobachten sind: die Anderung 
der Brownschen Molekularbewegung, die Sedimentierung usw., wobei 
jedoch die entladende Wirkung der Ionen aufs engste mit der Adsorbier- 
barkeit derselben zusammenhangt. Wie die Arbeiten von Freundlich! 
zeigen, 1aBt sich die Bedeutung der Wertigkeit der Ionen, der Kon- 
zentration derselben usw. bei der Fallung auf die Adsorbierbarkeit 
derselben durch die Solmicellen zuriickfiihren. Freundlich nimmt sogar, 
allerdings nur fiir einige bestimmte Ionen, an, da8 den Koagulations- 
werten aquivalente adsorbierte Mengen des entgegengesetzt geladenen 
Ions zugehéren, weil eben aquivalente aufgenommene Mengen dem 
gleichen Betrag an Entladung entsprechen und gleiche Entladung 
in gewissem Umfang den gleichen Betrag an Flockung bedingt. 

Von diesem eben geschilderten Gesichtspunkt aus wurden die 
von mir angestellten Messungen der Elektrolytenfallung von Chole- 
sterin- und Lecithinsolen durchgefiihrt. In einer Reihe von Fallen 
wurden auch Untersuchungen tiber das Adsorptionsvermégen ver- 
schiedener Ionen angestellt. Um jedoch méglichst objektiv die 
erhaltenen Resultate zu erkliren und ein méglichst bestimmtes 
Kriterium fiir die beobachteten Koagulationsprozesse zu erhalten, 
wurden auBerdem noch Messungen der Koagulationsgeschwindigkeit 
ausgefiihrt. 

Die langsame Koagulation erstreckt sich, wie bekannt, auf das 
Gebiet zwischen dem ersten und zweiten kritischen P tential, also 
auf das Gebiet jener Koagulationskonzentrationen, wo das T :ilchen- 
potential des Sols kleiner als sein urspriingliches ist. d.h. wo die S»I- 
teilchen nicht vollkommen, sondern nur teilweise entladen sind. Dieses 


1 Freundlich, Zeitschr. f. physikal. Chein. 738, 389, 1910; Ke loid- 
zeitschr. 28, 163, 1918. 
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Gebiet erscheint also als ein Gebiet der Elektrolytenkonzentrationen, 
wo man den Koagulations- oder Flockungswert derselben bestimmt. 
Es ist also klar, da8 fiir die verschiedenen Elektrolyte dieses solchen 
Konzentrationen derselben entsprechen wird, bei denen die Koagulations- 
geschwindigkeit des Sols die gleiche bleibt. 

Man kann also von den Zeiten der Koagulationsgeschwindigkeits- 
kurve, die bei der einen Elektrolytenkonzentration beobachtet wurden, 
zu den Zeiten der Koagulationsgeschwindigkeitskurve, die der anderen 
Elektrolytenkonzentration angehért, durch Multiplikation mit einer 
bestimmten Zahl tibergehen. Der reziproke Wert dieser Zahl ist nach 
Freundlich ,,der Faktor der Koagulationsgeschwindigkeit K‘* und ist 
der Koagulationsgeschwindigkeit proportional. 

Bezeichnet man den Koagulationsgeschwindigkeitsgrad durch . , so 
kann man nach Freundlich diese Geschwindigkeitskonstante der Jangsamen 
Koagulation annihernd als Summe der wirkenden (aktiven) Solteilchen 
Xn) annehmen. Dann erhalt man leicht: 

Cr 
so _ 
A= Al c.e +5 Va— |e “del, (1) 


. 


wo cy, die kritische Koagulationsgeschwindigkeit, e die Ladung der Sol- 
teilchen und 4 ein bestimmter Faktor ist. 

Wenn man die Méglichkeit, da die Ladung nicht gleichmaBig auf 
die Solteilchen verteilt ist, nicht in Betracht zieht und gleichzeitig annimmt, 
daB beim ZusammenstoB die Teilchen einander gerade gegeniiberliegen, 
so kann man die Beziehungen zwischen der kritischen Koagulations- 
geschwindigkeit und der Teilchenladung durch folgende mathematische 
Formel veranschaulichen : 

Die Ladung e kann man dem £-Potential proportional setzen; in dem 
Konzentrationsgebiet, das fiir die Koagulation besonders in Frage kommt, 
kann man die Abnahme vom ‘¢[-Potential mit der Konzentration der 
wirksamen Ionen c als logarithmische Funktion von ¢ ansehen, d. h. 


s : 
x-In > (2) 
* 
wo x und ¢ konstante GréBen sind. 
Es gilt dann also auch dasselbe fiir die Ladung e, so da8B man schreiben 
kann: 
é 
e= k-ln—- (3) 
Andererseits miissen aber, damit die lebendige Kraft die AbstoBung 
der elektrisch geladenen Teilchen tiberwindet, die folgenden Bedingungen 
erfiillt werden: 
dc? 2 
ree. 


(4) 
2 y 
oder 
2 > 
dc a. ae (5) 
2 y 
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wo y der mittlere Abstand ist, der fiir die AbstoBung in Frage kommt. 
Aus den Gleichungen (3), (4) und (5) folgt, daB die kritische Koagulations- 
geschwindigkeit c, und die Teilchenladung e einander proportional sein 
miissen, d. h. 


& 
c, = A,-In (6) 
k 1 ce? ) 


wo /, und e die Konstanten sind. Daraus folgt, daB im isoelektrischen 
Punkt c, = 0 ist. Setzt man nun dieses anstatt c, in die Gleichung (1), 
so werden dann einige Glieder dieser Gleichung gleich Null sein, und zwar 


CE 
2 + 
c,-e “* =0 und fe * .Z2¢= 0, 
0 


Also erhalten wir im isoelektrischen Punkt die konstante Geschwindig- 
keit der raschen Koagulation A’: 


S= bia Vz = Const. (7) 


Nun tritt aber andererseits bei sehr kleinen Gré8en der Koagulatorkonzentra- 
tion, d. h. bei sehr groBen Werten der kritischen Koagulationsgeschwindig- 
keit (und zwar wenn c, = ©), in der Gleichung (1) die folgende Ande- 


rung ein: 
ea 


— 


p) 
c,-e “*=0 und [reac = 5, 
wonach also auch A = 0 ist. 


Mit anderen Worten miissen fiir sehr kleine Koagulatorkonzentra- 
tionen die Sole unbegrenzt bestandig sein. ° 


Aus den oben entwickelten Uberlegungen folgt also, daB die 
Gleichungen (1) und (6) die Grenzfalle der Koagulationsgeschwindigkeit 
richtig wiederzugeben imstande sind. 


Indem nun auf diese Weise die Wechselbeziehungen zwischen 
der Konzentration des Koagulators und der Koagulationsgeschwindigkeit 
geklart sind, und damit die ganze Bedeutung der Koagulations- 
geschwindigkeitskonstante (4) als einer der Hauptrichtpunkte fiir 
die Beurteilung der Solkoagulation festgestellt ist, erlaube ich mir. 
hier in Kiirze auf die Methode, mit deren Hilfe ich die Messungen 
der Koagulationsgeschwindigkeit der Cholesterin- und Lecithinsole 
anstellte, hinzuweisen. 


Eine Reihe der Methoden, die fiir die Berechnung der Koagulations- 
geschwindigkeit in Vorschlag gebracht wurden, sind auS8erst kompliziert 
und zu schwer durchfiihrbar, als daB es vorteilhaft ware, sie bei Serien- 
versuchen, wie es gerade in meiner Arbeit der Fall war, zu verwenden. 
Darum entschloB ich mich, eine Methode zu wahlen, die leicht ausfiihrbar 
war und andererseits eine, wenn auch nur relative Koagulationsgeschwindig- 
keit zu berechnen erlaubte. Solch eine Methode, welche die oben genannten 
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Label rl. 
Molare Eisktrolytheazentration : m/2 e m/4 A ms m/16 ! m/64 
7 Cholesterinsol . . . +++ +++ +++ r++ T 
AICls | Lecithinsol . . . . a + — — 
: | Cholesterinsol . . . +++ ++ ++ ++ 
La(N Os) | Lecithinsol . . . . + <i v4 rT b 7 
Cholesterinsol, rein ++ - +++ +++ r+ 
; Mit Glucose... SA fi Ae sg 5 he rs 
Fe, Clg my : 
Lecithinsol, rein. . + t os — 
Mit Glucose .. . + t — 
Cholesterinsol, rein ++4 spp ++4 + 
Mit Glucose .. . +++ +4 t + 
4%... «ef yp “ea * 
Lecithinsol, rein. . ++ | ++ +. + +--+ 
Mit Glucose .. . “toe of ao - 
Bedingungen erfiillte, wurde von Gann! vorgeschlagen. Sie besteht in einer ul 
Messung des zeitlichen Verlaufs der Zaéhigkeitsinderung an den verwendeten gl 


Solen. 


Es ist aber ganz klar, da®B dieses Verfahren nur ein anndherndes fi 
Urteil tiber den Verlauf der Koagulationsgeschwindigkeitskurve zulaBt. 7 
Allerdings war es méglich, bei den gemessenen Cholesterinsolen, die sich di 
ihrem hydrophoben Charakter nach sehr den Al,O,-Solen von Gann nahern, 
den erreichten Endwert der Zahigkeit als fast ganz unabhangig von der Art 


des Elektrolyten anzusehen. Gann wies nach, da ein vollkommener lo 
Parallelismus zwischen den Zéhigkeitsfnderungen und der Koagulation sich di 
nicht feststellen 148t. Die Viskositét wiachst starker als linear. Si 
Nun aber ist, wie die mathematische Berechnung zeigt, diese Un- F 
proportionalitét nicht allzu groB. Wenn man die Zahigkeitszunahme mit F 
der Zeit durch die bekannte Gleichung darstellt ; BC 
dx di 
qo *(i + ba) —2) 7, 
und integriert st 
cee 1 1+ bx 
~ t(1+b) 1—z2x’ 
' ; ty 
wo «x die relative Koagulationszunahme, gemessen an der Zunahme der R 


AusfluBzeiten des Sols mittels des Ostwaldschen Viskosimeters, t die Zeit, 
6 und «x die Konstanten, so l468t sich nun daraus ersehen, daB die Kurven 
der Zahigkeitszunahme des Sols den Koagulationsgeschwindigkeitskurven d 
desselben Sols annéhernd symbat sind. 


e! 

Zur Ubersicht iiber die erhaltenen Ergebnisse dieser Versuchsgruppe ir 
iibergehend, méchte ich erst auf die Koagulationswerte, die fiir einige " 
Elektrolyte und Nichtelektrolyte, besonders fiir Glucose erhalten wurden, p 


eingehen. Es wurden tiberhaupt nur die biologisch wichtigsten Kationen 


1 Gann, Kolloidchem. Beih. 8, 64, 1916. d 
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m 4 


m/128 m/256 m/512 m/ 1024 m/2048 m/4096 m/Slg2 | m/16384 | m/32 768 
a + t i eae = so = eg 
— ++ + + d-t ++4 r — } 
+ + + + +: - . - _ 
+++ (+++) + + : — - - ~ 
_ + + |+++/] + _ _ _ 
me — — +4 ~~ —_ — _ 
++ | ++ r+ - { — — 
+ a +. 4 -+- + + +- + _ — 
— — - — |+++/] 4 — + -- 
qosine ane mene — +++ + — 4 - 


und von den iibrigen die Ionen verschiedener Wertigkeit mit immer dem 
gleichen Anion Cl’ untersucht. 


In den Tabellen V und VI sind die erhaltenen Koagulationswerte 
fiir die Cholesterin- und Lecithinsole unter den oben erwihnten Be- 
dingungen angegeben. 

Bei der Bestimmung der Koagulationswerte wurden als Vergleichs- 
lésungen solche Elektrolytenkonzentrationen genommen, die so weit 
das gegebene Sol ausflocken konnten, daB nach 3 Stunden langem 
Stehen im Dunkeln dieses beim Filtrieren durch ein unbefeuchtetes 
Filter ein optisch (7'yndall) fast leeres, mit reinem Wasser identisches 
Filtrat ergab. Darauf wurden stets zu 5ccem Sol mit gleicher Ge- 
schwindigkeit 5ccm einer bekannten, aus einer Standardlésung ver- 
diinnten Elektrolytmenge hinzugefiigt, das Gemisch sofort nach dem 
Zusammengeben gleich oft umgeschiittelt und im Dunkeln 3 Stunden 
stehen gelassen. ‘ 

Die Cholesterinsole verhalten sich bei Elektrolytenfallung wie 
typische lyophobe Suspensoide. Hierbei lieBen sich folgende interessante 
Beobachtungen machen: 

1. Die Cholesterinsolultrafiltrate erscheinen im Vergleich zu 
der Cholesterinstammlésung stabiler, besonders bei der Fallung durch 
einwertige Kationen. Es ist also klar, daB die Ultrafiltration dabei 
in peptisierender Weise durch die Erhéhung der Solbestandigkeit 
einwirkt. Denn es ist auch sehr wahrscheinlich, daB gerade die Ver- 
schiedenheit der Teilchen des Sols einen entscheidenden EinfluB auf 
den KoagulationsprozeB ausiibt. 


2. Die Cholesterinsole folgen, wie meine Versuche zeigten, durchweg 
der Hardyschen Regel, indem hauptsichlich die Kationen ausflockend 
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wirken. Dabei steigt mit der steigenden Wertigkeit der verwendeten 
Kationen auch die koagulierende Kraft derselben ; Al” -Ionen zeigten dabei 
das Phanomen der ,,unregelmaBigen Reihen“. Die Anionen spielten 
bei der Cholesterinfallung keine groBe Rolle. Was gewisse Unter- 
schiede in den Koagulationswerten fiir einwertige Kationen bei gleich- 
bleibenden Anionen betrifft, so kann man dies vielleicht nach Freundlich 
auf die verschiedene Adsorbierbarkeit derselben zuriickfiihren. 


3. Die Lecithinsole wiesen ein ganz eigenartiges Verhalten auf: 
sie naherten sich den hydrophilen Kolloiden, wobei sie jedoch im all- 
gemeinen eine Zwischenstellung zwischen den lyophoben und lyophilen 
Kolloiden einnehmen. Ihrem allgemeinen Flockungscharakter nach 
stehen sie den EiweiBkérpern sehr nahe. 


4. In beiden Fallen, bei der Cholesterin- und Lecithinflockung 
durch Elektrolyte, ist es méglich, eine ausgesprochen sensibilisierende 
Wirkung einiger Nichtleiter festzustellen, und zwar vor allem der 
Glucose. Dabei lieB sich in den Kontrollmessungen (Sol + Glucose, 
ohne Puffer, py = 6,4 bis 6,8) beim Fehlen von Elektrolyten kein 
merklicher EinfluB der Glucose auf die Solbestandigkeit feststellen. 
Es ist auch nétig, besonders zu betonen, daB die Glucosesensibilisierung 
nur bei der Flockung durch schwach koagulierende einwertige, in 
einigen Fallen auch durch zweiwertige Kationen auftritt; was aber 
die stark koagulierenden mehrwertigen Kationen, wie Al”, U", anbetrifft, 
so 1aBt sich hier kein EinfluB der Glucoseanwesenheit auf die Koagu- 
lationswerte feststellen. 


Es ist méglich, hier einerseits anzunehmen, daB es sich um eine 
mégliche Formanderung der Adsorptionsisotherme der betreffenden 
Tonen handelt ; andererseits ist auch die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, 
daB sich hier ein anderer Umstand geltend macht, und zwar, dab eine 
Verdringung der aktiven Elektrolyten durch den organischen Stoff 
sich starker erweist als die Herabsetzung der Ladung unter dem 
Einflu8 der Dielektrizitétskonstanteninderung. 


Zum SchluB darf man hier auch den méglichen Hydratations- 
einfluB nicht unbeachtet lassen, besonders in meinen Versuchen mit 
der Glucosesensibilisierung, worauf eine Reihe von Autoren (Béthe', 
Neuschloss*, Freundlich-Pape* u. a.) aufmerksam machen. 

Zum Abschlu8 der Erérterungen iiber die Ergebnisse dieser Ver- 
suchsgruppe méchte ich noch in aller Kiirze auf die Daten, die bei 
der Alkoholfallung von Cholesterin- und Lecithinsolen erhalten wurden, 


1 Béthe, Pfliigers Arch. 163, 147, 1916. 
2 Neuschloss, |. c. 
8’ Freundlich-Pape, Zeitschr. f. physik. Chem. 86, 458, 1914. 
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eingehen. Der Raumersparnis halber wurden hier die erhaltenen 
Resultate in Abb. 4 und 5 in Form von Kurven wiedergegeben. 
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Abb. 4. 


Alkoholfallung von Cholesterinsolen. Kurve I: Isobutylalkohol. Kurve Il: Athylalkohol. 
Kurve III: Propylalkohel. Kurve IV: Methanol. 
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Abb. 5. 


Alkoholfillung von Lecithinsolen. Kurve 1: Isobutylalkohol. Kurve Il: Athylalkohol. 
Kurve III: Propylalkohol. Kurve IV: Methanol. 


Diese Kurven geben den Verlauf der Alkoholfallung der Sole 
bei verschiedenen pg und wechselnden Konzentrationen von Athyl-, 
Methyl-, Propyl- und Isobutylalkohol an. 

Sehr beachtenswert ist die Tatsache, daB es hier ausgeschlossen 
ist, eine gegenseitige Schutzwirkung zwischen Cholesterin- und 
Estersolen bei der Alkoholfallung zu beobachten. 
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Aus den erhaltenen Kurven ist zu ersehen, daB die Alkohole sich 
als sehr starke Koagulatoren und Sensibilisatoren von Solen erwiesen, 
wobei man sie ihrer Kraftwirkung nach in folgende Reihe: 

Isobutyl- > Propyl- = Athyl- > Methylalkohol, 
setzen kann. 


Besonders interessant erschien mir die genauere Untersuchung 
der beobachteten Alkoholsensibilisierung der Solflockung, welche, wie 
es mir scheint, mit den Versuchen von Rona-Gyérgy', die eine Sensi- 
bilisierung der Kaolinsuspensionsedimentierung in Anwesenheit von 
kapillaraktiven Substanzen beobachteten, zu vergleichen ware. 

Aus meinen Versuchen lat sich offenbar auch die Annahme 
des méglichen Einflusses der Oberflachenphinomene der angewandten 
Substanzen, die kapillaraktiv sind, entnehmen. Es tritt hierbei der 
Mechanismus dieser Sensibilisierung méglicherweise folgendermaBen 
zutage : 

Die Kolloidteilchen des Sols adsorbieren die Alkoholmolekiile. 
Nehmen wir solch eine Adsorption an, so wird dann offenbar die Di- 
elektrizitatskonstante der Lésung dabei merklich herabgesetzt; aber 
die Dielektrizitatskonstanten der angewandten Alkohole sind bedeutend 
kleiner als die des Wassers. Es ist also nicht schwer, hierdurch die 
Uberzeugung zu gewinnen, da8 in der Sollésung zweifellos eine Anderung 
der Dielektrizitatskonstantengréfen eintritt. Ist aber diese vorhanden, 
so fallt es nicht schwer, durch eine weitere, rein logisch-mathe- 
matische Uberlegung zu beweisen, daB solch eine Anderung der Di- 
elektrizitatskonstante der Lésung unbedingt die Teilchenladung und 
dadurch auch die Bestandigkeit des Sols beeinflussen muB. 

Der Perrinschen Theorie iiber Endoosmose nach steht die Teilchen- 
ladung in den folgenden mathematischen Beziehungen zu der Dielektrizitats- 
konstante des Milieus: die auf die Flaicheneinheit der beweglichen Seite 
der Doppelschicht wirkende elektrische Kraft ist gleich der Ladung dieser 


Flacheneinheit (e), multipliziert mit dem durch die auBere elektromotorische 
Kraft (2) hervorgerufenen Potentialgefalle (H). Es ist also 


n.v 
eA = — 


ao 

y die Kraft der Reibung auf die Flacheneinheit, 7 der Ko- 

%.7".¢ 

effizient der inneren Reibung der Fliissigkeit, v dessen Volumen fiir die 
kleine Strecke 6 ist. 

Wenn man nun die Doppelschicht als einen Kondensator vom Potential ¢ 

in einem Medium von der Dielektrizitaétskonstante D ansieht, so ist dann 

Poe 
: 4x.d.¢. (2) 
‘ D 


(1) 


n.v 


wo 





1 Rona-Gyérgy, diese Zeitschr. 105, 133, 1920. 
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Dieser Ausdruck, in die Gleichung (1) eingesetzt, ergibt 


d Be oft FYFE 3 
= ry (3) 
oder 
rv? C.E.D 
l - "Hp . (4) 


Nach Perrin entspricht die mittlere Geschwindigkeit der Endoosmose u 
der Lange des Fliissigkeitsfadens, der in der Zeiteinheit aus der Kapillare 
tritt und dessen Volumen, wie oben erwihnt, gleich v ist; es gilt also fiir v 


o= z.r*.u. (5) 


Die Gleichungen (4) und (5) ergeben die bekannte Formel fiir die kata- 
phoretische Wanderungsgeschwindigkeit : 
¢.H.D 
ee ae . (6) 
Nun ist leicht zu ersehen, daB sich aus der Formel (6) fiir die 
kataphoretische Wanderungsgeschwindigkeit die Potentialdifferenz der 
Doppelschicht 5 berechnen la8t, die zwischen der fest an dem Kolloid- 
teilchen haftenden Wandschicht und der duBeren Fliissigkeit besteht. 
Wenn man ein Solteilchen als einen kugelférmigen Kondensator be- 
trachtet, so gilt 


cs CMe Me 
7" p&.F 

oder 
a e.d 2) 
(=> ; 7 
. D.r(r+ 9d) ‘ 


wo e die Ladung der einzelnen Teilchen, r, r, die Radien der éuBeren 
und inneren Belegung und 6 der Abstand der beiden Belegungen ist. 
Aus der Gleichung (7) folgt nun, daB die Teilchenladung e folgender- 
maBen ausgedriickt werden kann: 

_ ¢.D.¢r.¢+ 9) 


e= j (8) 

Die letzte Gleichung (8) zeigt, daB, je kleiner die Dielektrizitats- 
konstante D wird, desto kleiner sich auch die Ladung e erweist, so dab 
es einer kleineren adsorbierenden Menge des wirksamen Ions bedarf, 
um die erste kritische Ladung, die zur langsamen Koagulation fiihrt, 
zu tiberschreiten. Wir erhalten also dann die Sensibilisierung. 

Die eben angefiihrten Uberlegungen stehen in gutem Einklang 
mit den von mir erhaltenen Daten bei der Alkoholfaillung von Cholesterin- 
solen, wenn man die gemessenen Dielektrizitaétskonstanten dieser 
Alkohole mit ihrer sensibilisierenden Kraft vergleicht. Es 1a8t sich dann 
folgende Reihe feststellen: 


Isobutylalkehol > Propyl- = Athyl- > Methylalkohol 
DK,,o: 20,0 22,2 25,8 31,2 


bei DK des Wassers = 81. 
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Wie diese Reihe lehrt, nimmt mit Erhéhung der Dielektrizitats- 
konstantengréBen die koagulierende Kraft der verwendeten Alkohole 
tatsachlich ab. 


Die Ergebnisse dieser Versuchsgruppe resiimierend, kann man 
nun vor allem als festgestellt gelten lassen, daB die von mir erhaltenen 
Cholesterin- und Estersole zu den typischen hydrophoben Suspen- 
soiden gehéren, wogegen die Lecithinsole einen Zwischencharakter 
besitzen und eine Stellung zwischen den lyophoben und lyophilen 
Kolloiden einnehmen. 


Doch sind beide Solarten gleich fallbar durch Sauren und durch 
mehrwertige Kationen, besonders Al’-Ionen, die bei der Fallung 
das Phainomen der unregelmaBigen Reihen aufweisen. Die sensibili- 
sierende Glucosewirkung 1a8t die Annahme nicht von der Hand weisen, 
daB méglicherweise unter gewissen Bedingungen besondere Adsorptions- 
verbindungen, ,,Glykolipoide‘, existieren kénnen. Die Alkoholfallung 
ergibt ein im Prinzip gleiches Bild des Koagulationsverlaufs wie bei 
der Elektrolytfaillung und mu8 ihrem Wirkungsmechanismus nach 
offenbar auf die Dielektrizitaétskonstantenanderungen des Mediums 
und die damit verbundenen Stabilitatsinderungen des Sols zuriick- 
gefiihrt werden. 


III. Koagulationsgeschwindigkeit bei der Cholesterinsolfdllung. 


Das Verfahren, welches ich fiir die Koagulationsgeschwindigkeits- 
messungen angewandt hatte, wurde schon oben ausfihrlich erértert 
und dargelegt. Ich erlaube mir deshalb ohne weiteres, zu den Resultaten 
dieser Messungen iiberzugehen. 


Die Messungen wurden an Cholesterinsolen ausgefiihrt, bei einer Fallung 
derselben durch Na’-, Ca”-, Al”-, Fe’- und U"-Ionen; gleichzeitig wurde 
auch der Einflu8 von Glucose auf die Koagulationsgeschwindigkeit bei den- 
selben Versuchsbedingungen untersucht. Die Viskositétsmessungen wurden 
mittels des Ostwaldschen Viskosimeters unter strengster Einhaltung der 
Methodik ausgefiihrt. Zum Schlu8 wurden noch die Messungen der Ad- 
sorption der erwahnten Ionen (mit Ausnahme nur der U- und Al-lIonen) 
stets mit dem gleichen Anion (Cl) angestellt. Infolge der auBerordentlich 
kleinen Substanzmengen an sich und den sehr geringen Konzentrations- 
schwankungen vor und nach der Adsorption habe ich die Potentialmessungen 
angewandt, die den besonderen Vorteil bieten, daB irgendwelche méglichen 
Beimischungen keinen Einflu8 auf das endgiiltige Ergebnis der Messungen 
ausiiben kénnen. Diese Methode gestattet, trotz der dabei in Betracht 
kommenden éuBerst geringen Konzentrationen mit sehr kleinen Lésungs- 
mengen zu arbeiten, die in allen Versuchen natiirlich immer in einer gleichen 
Zahl von Kubikzentimetern angewandt wurden, was besonders not- 
wendig und bequem fiir meine Versuche war. 

Bei den Messungen wurden die entsprechenden Bezugselektroden mit 
den Kalomelelektroden zu Halbketten vereinigt, bei denen die Elektroden 
einmal in die zur Fallung verwandte Elektrolytlésung von bekannter 
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Konzentration getaucht wurden, das zweite Mal in die nach der Adsorption 
erhaltene Lésung, deren Konzentration aus ihrer Abhangigkeit von der EMK 
nach der Formel von Nernst ermittelt wurde: 

ES 

—— In 
n.F Ay 
aus der a, sich ohne Schwierigkeiten berechnen laBt. 


Zur Bestimmung der adsorbierten Na’-Ionen benutzte ich die Na- 
Amalgamelektrode von LEittisch-Jochimsohn!, von der Firma F. Fischer- 
Réwer (Stiitzerbach) geliefert. Diese Elektroden gaben bei gewisser techni- 
scher Fertigkeit sehr befriedigende, gut reproduzierbare Resultate bei 
genauester Beriicksichtigung aller von Lttisch-Jochimsohn angegebenen 
MaBiegeln. Die Messung ging folgendem Schema entsprechend vor sich: 

| rag ray 
© Na-Amalgam NaCl | Pe leaia gt 


ay 


E, — EB, 


® 
Hg, Cl, | Hg 


wobei wegen der GréBe der elektrischen Spannung ein Weston-Normal- 
element der Kette entgegen eingeschaltet wurde. 

Fiir die Ca-Ionenmessungen wurde die bekannte Ca-Amalgam- 
elektrode von Neuhausen-Marshall? angewandt. Die Fe-lonenkonzentrations- 
messungen habe ich kolorimetrisch nach der Bernoullischen Brenzcatechin- 
Acetatmethode*® ausgefiihrt. Diese Methode ist technisch leicht und sehr 
bequem ausfiihrbar und dabei gleichzeitig geniigend empfindlich. 


Wenn ich mich nun zu den Ergebnissen der ausgefiihrten Messungen 


wende, so mu8 ich auf die in Abb. 6 veranschaulichten Kurven 
eingehen. 
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Abb. 6. 
Kurve I: NaCl m/4; Il: NaCl m/16; Ill: CaClg m/i6; IV: CaCl, m/256; V: AlCl; m/128; 
VI: AlCl, m/256; VII: FeClg m/16; VIII: FeClg m/64; IX: UOg(NOg)g m/512. 


‘ 
1 Ettisch-Jochimsohn, Zeitschr. f. Elektrochem. 84, 404, 1928. 
2 Neuhausen-Marshall, Journ. of biol. Chem. 58, 365, 1922. 
3 Bernoulli, Helv. chim. Acta 9, 828, 1926. 
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Diese Kurven stellen den Verlauf der Zahigkeitszunahme des 
Cholesterinsols bei den verschiedenen Konzentrationen der benutzten 
Elektrolyte dar. 


Vor allem fallt hier der typische Charakter dieser Kurven ins 
Auge, der von ausgesprochener §-férmiger Gestalt ist; sie stellen 
also nichts anderes als die autokatalytischen Kurven vor, die den 
Koagulationsgeschwindigkeitskurven symbat sind. Offenbar geben 
diese Kurven eine graphische Vorstellung iiber den zeitlichen Verlauf 
der langsamen Koagulation der Cholesterinsole, welche fast vollkommen 
parallel der Zahigkeitszunahme der koagulierenden Sole verlauft. 
Natiirlich kann von einer einfachen Proportionalitat zwischen der 
Viskositatsinderung und dem Gehalt an koagulierenden Teilchen 
im Sol auf Grund dieser Kurven nicht die Rede sein, doch spiegeln 
sie den allgemeinen Charakter der Koagulationsgeschwindigkeit ge- 
niigend klar und getreulich wieder. 


Die Cholesterinsolkoagulation also stellt ein typisches Beispiel 
der -langsamen Koagulation der hydrophoben Suspensoide dar, was 
wiederum fiir einen solchen kolloidalen Charakter der Cholesterinsole 
spricht. Die Koagulationsgeschwindigkeitskurven zeigen ein autokata- 
lytisches Geprage, wobei man zwischen den Koagulationsgeschwindig- 
keiten und den Kationenkonzentrationen ziemlich gesetzmaBige Be- 
ziehungen feststellen kann: in einer Reihe von Fallen ist leicht zu er- 
sehen, daB, wenn die Koagulationsgeschwindigkeit um das 20 fache 
und mehr zunimmt, gleichzeitig auch die Elektrolytkonzentration 
etwa um 75 bis 80 , anwachst. Es ergeben sich hier also wieder Be- 
ziehungen, die auf das engste mit der GréBe der Teilchenladung ver- 
bunden sind, die ihrerseits durch die Koagulationskonstante 4 bestimmt 
wird. Die erhaltenen Koagulationsgeschwindigkeitskurven bestatigen 
andererseits auch die Richtigkeit der oben gebrachten mathematischen 
Ausfiihrungen iiber die Verwertung und die Giiltigkeit der Formel 
fiir die Konstante 


Hierdurch ergibt sich aus den von mir in dieser Untersuchung 
erhaltenen Daten auSer ihrer rein biologischen Bedeutung noch ein 
Beitrag zu der Theorie der langsamen Koagulation. Jedenfalls ist 
das von mir festgestellte typisch autokatalytische Geprige der Koagu- 
lationsgeschwindigkeitskurven fiir Cholesterinsole recht charakteristisch, 
so daB es nicht méglich erscheint, dieses auf die Einwirkung irgend- 
welcher anderer Faktoren zu beziehen (z. B. das Riithren usw.). Darum 
also stehen meine Angaben nicht im Einklang mit den von Smoluchowski' 
ausgesprochenen Ansichten, daB der autokatalytische Verlauf der 


1 v. Smoluchowski, Zeitschr. f. physik. Chem. 92, 129, 1917. 
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langsamen Koagulationsgeschwindigkeit nicht diesem eigentiimlich 
ist, sondern durch verschiedene Nebenfaktoren verursacht werden kann 
Natiirlich geniigen meine Versuche noch nicht, um irgendwie dieses 
rein theoretische Problem zu erschiittern oder abzuindern. Wie ich 
schon bemerkte, bilden sie lediglich ein Material von Tatsachen, welches 
als Beitrag zu den Theorien der Koagulation seine Verwendung finden 
kann. 

Eine besondere Versuchsserie stellten die Zahigkeitsmessungen 
der Gemische von Cholesterin- und Lecithinsolen mit Glucose dar. 
In der Abb 7 sind die erhaltenen Daten veranschaulicht. Auf Grund 
dieser Kurven lat sich in erster Linie feststellen, das die Glu- 
cose auf die Cholesterinsolviskositat nicht den geringsten Einflu8 aus- 
iibt. Dagegen bieten bei reinen Lecithinsolen die Zahigkeitskurven 
bei Anwesenheit von Glucose ein auf erordentlich interessantes Bild 
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Abb. 7. 
Die Zihigkeit von Cholesterin- und Lecithinsolen bei Anwesenheit von 10 °/) Glucose. 
Kurve I: Lecithinsol, zubereitet auf 10 °/) Glucose. Kurve II: Die langsame Konzentrations- 
erhéhung der Glucose im Lecithinsol. 


dar. Und zwar nimmt bei einer bestimmten erreichten Glucose- 
konzentration die Solviskositat plétzlich sprunghaft scharf ab. Ein 
besonders ausgepragter Sprung la8t sich bei dem Sol feststellen, wenn 
die Glucosekonzentration nur sehr langsam erhéht wird. Der ganze 
Verlauf der Kurven, ihre durch diesen Sprung verursachte Form- 
ainderung, unterscheidet sich vollkommen von den Koagulations- 
geschwindigkeitskurven. Es scheint darum, :! ob hier gewisse Zu- 
standsformveranderungen des Sols eintreten, vielleicht im Sinne eines 
Ubergangs des Lecithinsols in einen hydrophoben, suspensoidartigen 
Zustand. 


Wenn ich mich nun zu den _  Koagulationsgeschwindigkeits- 
messungen von Cholesterinsolen bei der Fallung derselben durch 
Elektrolyte, aber im Beisein von Glucose, wende, mu8 ich hier 
naher auf Abb. 8 eingehen. 
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Die in Abb.8 kurvenmaSig veranschaulichten Ergebnisse der 
ausgefiihrten Messungen zeigen, trotz mehrmals wiederholter Kontroll- 
messungen, einen ganz eigenartigen Verlauf der Koagulationsgeschwin- 
digkeit. Ich erlaube mir, diese Koagulationsgeschwindigkeitskurven 
durch folgende Merkmale zu charakterisieren: Die Koagulations- 
geschwindigkeitskurve trigt keinen autokatalytischen Charakter mehr. 
Sie weist zuerst eine Zahigkeitszunahme des Sols auf, um jedoch gleich 
darauf ein sprunghaft eintretendes Sinken derselben zu zeigen, so dai 
es mitunter méglich ist, die GréBe der urspriinglichen Viskositat des 
Sols festzustellen. 
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Abb. 8. 
Die Viskosititsmessungen der koagulierenden Sole bei einer Sensibilisierung derselben durch 
10 %/9 Glucose. 
Kurve I: NaCl m/4. Kurve II: CaCl, m/16. Kurve III: AlClz m/128. Kurve IV: FeCl; m/16. 


Hier ist aber ganz besonders hervorzuheben, daB ich dieses 
Bild der Zahigkeitsinderung in meinen Versuchen nur bei den mehr- 
wertigen Ionen, und zwar bei Al” und Fe” beobachten konnte. Was 
dagegen die schwach koagulierenden Ionenarten anbelangt, so lieBen 
sich hier in der Gestalt der Koagulationsgeschwindigkeitskurven keinerlei 
Abweichungen von ihrem gewéhnlichen Verlauf (ohne Glucosezusatz) 
feststellen. 

Von den in Betracht kommenden Erklarungen fiir dieses Ver- 
halten der Koagulationsgeschwindigkeitskurven in Anwesenheit von 
Glucose halte ich die fiir die wahrscheinlichste, die folgenden Mecha- 
nismus der sich hier abspielenden Prozesse annimmt: durch den 
Glucosezusatz kommt es zu einer Umhiillung der Solteilchen und 
einer gewissen Hydratation derselben. Nun aber verandert sich in- 
folge der Anwesenheit von sehr aktiven (mehrwertigen) Ionen die 
kritische Ladung der Teilchen, und es tritt eine Koagulation derselben 
ein, die aber gleich darauf wieder aufgehalten wird, da die iibrigen 
Kolloidteilchen zu dicht von der Glucose umhiillt sind. Wir haben 
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hier also eine dem AdsorptionsriickgangsprozeB ahnliche Erscheinung, 
die aller Wahrscheinlichkeit nach den beobachteten Viskositatssprfing 
teilweise verursacht. Ahnliche Erscheinungen, wie ich aus der Lite- 
ratur dieser Fragen ersehen konnte, beobachtete Weimarn an Solen 
elektrostatischen Charakters und auch in einigen Hydratationsfillen. 

Eine Sensibilisierung ahnlich wie bei der Alkoholfallung anzu- 
nehmen und diesen Proze} dann vom Standpunkt der Veranderungen 
der DielektrizitatskonstantengréBe zu erkliren, l4Bt sich meiner Mei- 
nung nach dem ganzen Verlauf desselben nicht annehmen. Offenbar 
beruht hier diese Sensibilisierung durch Glucose auf einem auBer- 
ordentlich verwickelten und nicht so leicht zu analysierenden Mecha- 
nismus. 

Zum SchluB muB ich noch auf die Versuche iiber die Adsorbier- 
barkeit der angewandten Ek ktrolyte hinweisen. 

Diese Untersuchungen wurden unternommen, um die Frage zu 
klaren, ob bei der Elcktrolytenfallung von Cholesterin- und Lecithinsolen 
tatsichlich eine Adsorption von Ek ktrolyten durch Solteilchen vor- 
handen ist, und ob in der Tat, wie es Freundlich und seine Schule seiner- 
zeit behaupteten, beim Koagulationswcrt stets aquivalente Mengen 
von entgegengesetzt geladenen I nen aufgenommen werden. B -sonders 
interessant schien es mir, in meinen Versuchen dies festzustellen, da 
mir bis jetzt aus der Literatur keine Arbeit, die sich mit dieser Frage 
in bezug auf Cholesterin- und Lecithinsole beschaftigte, bckannt ist. 

In Tabelle VII sind die erhaltenen Resultate der Potentialmessungen 
angegeben. Die GréBen a, und a, nach der Nernstschen Formel ergeben 
natiirlich nicht die gesuchte Ionenkonzentration im Filtrat und die 
Flockungskonzentration c. Diese GréBen erhielt ich erst durch eine 
Umrechnung der c-Werte mit einem bestimmten Aktivititsfaktor, 
den ich den bekannten Tabcllen von Lewis- Randall entnahm. Durch 
die nachfolgende graphische Interpolierung wurden die den gefundenen 
Aktivitaéten entsprechenden Konzentrationen der Ionen in Millimolen 
bestimmt. Um die erhaltenen GréBen Icichter miteinander vergleichen 
zu kénnen, wurde die Berechnung auf 1 g Adsorbens angestellt, was 
natiirlich nur als relative Berechnung zu betrachten ist. 


Tabelle VII. 





Adsorbierte Mengen 


an Kationen in Milli- | Adsorbierte Mengen 


Kation A in Millimolen in °/, Bemerkungen 
wees = hole- | der Koagulationswerte 
Na’ (NaCl) 5.78 7,2 Potentialmessung (£2, — E,) 
= 0,0019 Volt (20°C) 
Ca” (CaCl) 2.12 16.8 Potentialmessung (FE, — £,) 
ad = 0.0412 Volt (21° C) 
Fe (Fe Clg) 0,163 96,1 


Biochemische Zeitschrift Band 218. iF) 
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Auf Grund der ausgefiihrten Messungen (s. Tabelle VIL) kann 
man fiir eine sichere Tatsache halten, daB die Na’-, Ca - und Fe’ -Ionen 
durch die Cholesterinsolteilchen adsorbiert werden, wobei aber diese 
Adsorption wie die erhaltenen Zahlen beweisen, keineswegs in iqui- 
valenten Mengen von Jonen stattfindet. 


Nach Freundlich (l.c.) gehéren zu den Koagulationswerten ‘qui- 
valente adsorbierte Kationenmengen, da eben Aquivalenten auf- 
genommenen Mengen der gleiche Betrag an Entladung entspricht 
und eine gleiche Entladung in gewissem Umfang den gleichen Betrag 
an Flockung bedingt. Meine Angaben zeigen allerdings, daB dem nicht 
so ist. Ich méchte auch hier auf einige Autoren (Weiser- Middleton’, 
Ghosh-Dhar?) hinweisen, die ebenfalls gewisse Abweichungen von der 
Aquivalentadsorption an Eisenoxydsolen feststellen konnten, also 
auch an Solen mit einem Ubergangscharakter. Auf Grund dieser 
Angaben kann man wohl sagen, daB die von Freundlich verlangte 
aiquivalente Adsorption nicht auf alle Solarten, also auch nicht auf 
alle Flockungsprozesse von Kolloiden zu beziehen ist. 


Damit sind die in der vorliegenden Untersuchung angestellten 
Versuche einigermaBen erschépft, und ich méchte mir erlauben, alle 
aus den ausgefiihrten Koagulationsmessungen gewonnenen Tatsachen 
von zwei verschiedenen Standpunkten aus und zwar von einem rein 
physikalisch-chemischen und vom Standpunkt der biologischen Ver- 
wertung dieser Ergebnisse, zusammenzufassen. 


Zusammenfassung. 


Es wurde das Verfahren fiir die Herstellung von reinen Solen 
von Cholesterin, Cholesterinester und Lecithin dargelegt und die héchste 
Konzentration von Solen, die dabei zu erreichen méglich ist, angegeben. 
Die Sole von Cholesteriden sind lyophobe Kolloidlésungen von 
suspensoidem Charakter, im Gegensatz zu den Solen von Lecithiden, 
die eine Zwischenstufe zwischen beiden Zustandsformen bilden. 
Die Koagulationsgrenze fiir Cholesterinsole liegt bei pa = 4,0, fiir 
Cholesterinestersole bei pa == 2,0 und fiir Lecithinsole bei py = 6,2 
(Hydrolecithin) und bei py = 5,6 (Lecithin nach Levene-West). Es 
wurde auch erértert, warum die von mir erhaltenen Ergebnisse nicht 
in voller Ubereinstimmung mit den Angaben einiger anderer Autoren 
(Stern, Rona-Deutsch) stehen. Bei Lecithinsolen ist es méglich, ein 
,,.Flockungsoptimum’ (I. E.P.) zu bestimmen, wobei dasselbe bei 
Pu = 2,8 bis 2,0 liegt. 


1 Weiser-Middleton, Journ. phys. Chem. 24, 30, 1920. 
2 Ghosh-Dhar, Kolloid-Zeitschr. 88, 141, 1926. 
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Die Untersuchung des Einflusses verschiedener Substanzen auf 
die Lage der Koagulationsschwelle der erhaltenen Sole zeigte, daB 
die nativen EiweiBkérper sowie einige Arten von Kohlenhydraten, 
besonders Glucose, und auch einige Fermente sich als Sensibilisatoren 
dieser Sole erwiesen, wogegen die Derivate der Galle und Cholesterin- 
ester einen hemmenden EinfluB ausiiben. AuBerdem wurde der sensi- 
bilisierende EinfluB einiger Alkaloide und besonders des Nicotins 
nachgewiesen. Bei der Lecithinsolsensibilisierung l48t sich nicht nur 
eine Verschiebung der Koagulationsschwelle, sondern auch eine Ver- 
schiebung des Flockungsoptimums beobachten, wobei die Lecithinsole 
auBerordentlich empfindlich fiir variierende Konzentrationen des 
Sensibilisators sind. 

Fiir dieselben Sole wurden auch die Koagulationswerte bei 
der Elektrolytenfallung festgestellt, die eine theoretische Erérterung 
des Zusammenhangs zwischen den Koagulatorkonzentrationen und 
der Koagulationsgeschwindigkeit der langsamen Koagulation ver- 
anlaBte. Es wurde auch gezeigt, dab, obwohl beide Solarten siure- 
fallbar sind, doch die Cholesterinsole den Regeln von Hardy und 
Schultze folgen, im Gegensatz zu den Lecithinsolen, die ihrem Fallungs- 
charakter nach sich den EiweiSkérpern nahern. Der Alkoholfillungs- 
verlauf beider Sole zeigt einen autokatalytischen Charakter; wie aber 
die Dielektrizitatskonstantenmessungen der angewandten Alkohole 
im Vergleich zu den erhaltenen Fallungsdaten zeigten, steht hier die 
Alkoholfallung offenbar in den engsten Beziehungen zu der Di- 
elektrizitatskonstantenerniedrigung des Mediums und verursacht da- 
durch eine Teilchenentladung der Sole. 

Die Untersuchungen tiber die Koagulationsgeschwindigkeit bei 
der Elektrolytfaillung von Solen des Cholesterins sind auf Grund der 
Viskositatsmessungen der Sole ausgefiihrt worden. In allen Fallen 
wiesen die erhaltenen Kurven ein autokatalytisches Geprage auf und 
standen in befriedigender Ubereinstimmung mit den erhaltenen 
Koagulationswerten und der theoretisch abgeleiteten Formel fiir die 
Koagulationskonstante A. 

Allerdings, wenn die Elektrolytenfallung in Anwesenheit von 
Glucose stattfand, so trugen die Koagulationsgeschwindigkeitskurven 
einen ganz anderen sprunghaften Charakter und verloren vollkommen 
ihr autokatalytisches Geprige. Die Ursachen dieser Erscheinung 
mu8 man héchstwahrscheinlich in einer Umhiillung der Kolloidteilchen 
und einer Solpeptisation suchen. 

Zum Schlu8 ist noch zu demerken, daB die Messungen der 
Adsorbierbarkeit der Kationen gezeigt haben, daB den Koagulations- 
werten nicht aquivalente adsorbierte Mengen von Kationen zugehéren, 
was offenbar von der Art der angewandten Sole abhangt. 


g* 
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Was nun die biologische Verwertung der erhaltenen Resultate 
betrifft, so ist hier vor allem auf folgende Tatsachen hinzuweisen: 


Die gewonnenen Sole von Cholesterin und Lecithin stellen diese 
Lipoide in ihrem kolloidalen Zustand dar und kénnen einerseits als 
sehr bequeme biologische Modelle dieser Verbindungen dienen, anderer- 
seits aber erlauben sie, durch héhere Konzentration und geniigend feine 
Dispersitat durch parenterale bzw. intravenése Injektionen eine be- 
queme und schnelle exogene Belastung des Organismus mit diesen 
Lipoiden auszufiihren. Auf diese Weise wire also ein bequemer Weg 
fiir die exogene Belastung verschiedener Tierarten mit einer vollkommen 
reinen Substanz (ohne irgendwelche toxische oder sonstige Bei- 
mischungen) bzw. einem Lipoid in beliebigen Quantitaéten gefunden. 
Es ist klar, daB dadurch neue Méglichkeiten fiir die experimentellen 
Untersuchungen tiber den Lipoidstoffwechsel gegeben sind. 


Das gewonnene Material iiber die Koagulationsprozesse von Chole- 
sterin-, Cholesterinester- und Lecithinsolen unter verschiedenen Um- 
standen bietet offenbar ein groBes Interesse in bezug auf die biologischen 
Prozesse. Wenn es aber auf Grund solcher Modellversuche noch nicht 
méglich ist, mit Sicherheit itiber das Kolloidverhalten dieser Lipoide 
im Organismus zu urteilen, da diese Substanzen in den Gewebssiaften 
natiirlich in einer auSerordentlich komplizierten Lésung mit ver- 
schiedenen anderen Substanzen (Fetten, Eiwei8 usw.) vorhanden 
sind und infolgedessen jeden Augenblick ihren kolloidalen Charakter 
andern kénnen (im Sinne lyophil—lyophob), so ist es doch méglich, 
schon durch die ausgefiihrten Modellversuche ein allgemeines Bild 
des Kolloidverhaltens dieser Lipoide sowohl an sich als auch unter 
dem EinfluB verschiedener Substanzen, die im Organismus in einem 
Gemisch mit denselben vorkommen kénnen, zu gewinnen. 


Die erste und meines Erachtens wichtigste Tatsache, die es mir 
méglich war in meinen Versuchen festzustellen, ist die, daB Cholesterin 
in kolloidalem Zustande keineswegs als eine inaktive, sehr stabile Sub- 
stanz auftritt, wie wir es in seinem molekular-dispersen Zustande zu 
betrachten gewohnt sind. 


Allerdings zeigt sich die Koagulationsschwelle, die die Cholesterin- 
sole und besonders ihre Ester aufweisen, bei solch einer sauren 
Reaktion, wie man sie in lebenden Organismen fiir vollkommen aus- 
geschlossen halten kann. Aber dies erlaubt gerade anzunehmen, da 
héchstwahrscheinlich die Ursache dieser Cholesterinstabilitat nicht 
in ihm selbst als einer eigenartigen, wenig reaktionsfahigen Substanz 
liegt, sondern daB diese durch andere Ursachen, und zwar die Reaktions- 
verhaltnisse des umgebenden Milieus, die die Cholesterinfallung sozu- 
sagen zu regulieren imstande sind, bedingt ist. 
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Eine ganze Reihe von Substanzen, und zwar den biologisch wich- 
tigsten — wie EiweiBkérper, Kohlenhydrate, Fermente usw. —, sind 
imstande, bei gegebenen py des Mediums die Cholesteride zu sensi- 
bilisieren und so weit die Koagulationsschwelle derselben zu_ver- 
schieben, daB sie schon unter vollkommen physiologischen Bedingungen 
in bezug auf px und die Sensibilisatorkonzentrationen fallbar sind. 

Aus den oben erérterten Tatsachen folgt also, daB unter den ge- 
wohnlichen Lebensbedingungen im Organismus unbedingt ein bestimmtes 
und streng dquilibriertes, gesetzmaBiges dynamisches CGleichgewicht 
zwischen einer Reihe von Elektrolyten und besonders Nichtelektrolyten 
(vor allem Eiwei8kérper und Kohlenhydrate) und dem Cholesterin- 
und Lecithingebalt vorhanden sein muB. Dieses Gleichgewicht muS 
sich offenbar vor allem im Blute zeigen, und es ist sehr wohl méglich, 
da8 es als ein Hauptkriterium zur Beurteilung der Funktionen des sehr 
eng miteinander verbundenen Lipoid-Eiwei8-Kohlenhydratstoffwechsels 
erscheint. Die ausgefiihrten Koagulationsversuche geben uns das 
Recht zu behaupten, daB eine Stérung in den Verhaltnissen oder 
Zustandsformen des einen der angefiihrten Vertreter dieser Stoffwechsel- 
arten unvermeidlich zu einer Stérung des ganzen Gleichgewichts bzw. 
zu den entsprechenden Veranderungen der anderen Komponente 
fiihren muB. Der Mineralstoffwechsel scheint aber hier nicht die maB- 
gebende Rolle zu spielen, denn praktisch, nach den ausgefiihrten 
Untersuchungen der Koagulationswertebestimmung bei Elektrolyten- 
fallung, sind die Elektrolytkonzentrationen, die zur Fallung nicht 
sensibilisierter Sole erforderlich sind, quantitativ verhaltnismaébig 
so groB, daB sie nicht fiir den Organismus in Frage kommen. Nur im 
Falle einer méglichen Sensibilisierung tritt die Fallung schon bei so 
geringer Kationenkonzentration ein, wie sie bei einigen pathologischen 
Zustinden im Organismus bzw. im Blute nachgewiesen werden kann. 

Aus dem oben ( esagten geht wohl mit geniigender KJarheit hervor, 
daB eigentlich auf die Bestandigkeit von Cholesterin und Lecithin 
in ihrem kolloidalen Zustande vor allem das umgebende Milieu, die 
dasselbe bildenden Komponenten und der ganze Komplex derselben, 
der die Wasserstoffionenkonzentration des biologischen Milieus ergibt, 
von entscheidendem Einflu8 ist. 

Auf diese Weise bildet also die vorliegende Arbeit einerseits einen 
gewissen Beitrag zu der rein physikalischen Chemie, und zwar zu den 
Fragen iiber die Koagulationserscheinungen bei bestimmten Solarten, 
und erschlieBt andererseits einen neuen Standpunkt und eine Reihe 
neuer Moglichkeiten bei der Beurteilung der Chemie der Lipoide, wie 
auch bei dem experimentellen Studium der verschiedenen patho- 
logischen und physiologischen Veranderungen des Lipoidstoffwechsels. 





Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber den kolloidalen 
Zustand des Cholesterins, Cholesterinesters und Lecithins. 


Il. Mitteilung: 


Elektrokinetische Messungen. Das ‘-Potential und die kataphoretische 
Wanderungsgeschwindigkeit der Cholesterinsole. 


Von 


Igor Remesow. 


(Aus der Abteilung fiir Biochemie und dem _ physikalisch-chemischen 
Laboratorium des Staatlichen Instituts fiir Arztliche Fortbildung in 
Leningrad.) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1929.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Um _ gewisse elektrokinetische Eigenschaften der erhaltenen 
Cholesterinsole vom physikalisch-chemischen Standpunkt aus _ fest- 
zustellen und um zugleich gewisse Erscheinungen, die bei der Koagulation 
der genannten Sole beobachtet wurden (vgl. Remesow'), zu klaren, 
habe ich mir in der vorliegenden Untersuchung die Aufgabe gestellt, 
die elektrokinetischen Messungen an Cholesterinsolen auszufihren; 
es wurden vor allem Messungen der elektrischen Ladung der Cholesterin- 
und Lecithinsolteilchen angestellt und die Ermittlung der GréSen 
des £-Potentials und der kataphoretischen Wanderungsgesch windigkeit 
dieser Sole vorgenommen. 


AuBerdem wurden Versuche angestellt, um die elektrokinetischen 
Eigenschaften der Cholesterinsole bei ihrer Koagulation zu studieren. 
Hier erschien es besonders interessant, die erhaltenen Ergebnisse 
mit den Daten der Koagulationswerte zu vergleichen und auf diese 
Weise den méglichen Mechanismus in einigen Fallen der Solkoagulation 
zu klaren. 


1 Remesow, diese Zeitschr. 218, 86, 1930. 
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Wie aus der Literatur zu dieser Frage wohl bekannt ist (Haber-Klemen- 
siewicz', v. Smoluchowski*, Nernst® u.a.), weist der gewdhnliche Verlauf 
der §-Potentialkurve eine Symbasie mit der thermodynamischen (£)- 
Potentialkurvengestalt auf. Wendet man sich einer genaueren Betrachtung 
der [-Potentialkurven zu, so kann man die ¢-Potentialentstehung in einem 
kolloidalen System bei der Koagulation folgendermaBen darstellen: das 
trage Ion ist stets eng mit der festen Wand der Micelle verbunden, waihrend 
das bewegliche Ion in der éuBeren beweglichen Wasserschicht iiberwiegt. 
Die Natur des aktiven Elektrolytrestes erlaubt aber, gewisse Schliisse 
in betreff der in Frage kommenden tragen und beweglichen Ionen zu ziehen. 
Die beweglichen Ionen sind gerade diejenigen, die im Austausch gegen die 
lonen des koagulierenden Elektrolyten an die Lésung abgegeben werden. 
Es unterliegt keinem Zweifel, dab die Messungen des ¢-Potentials oder, 
wie man es anders nennt, des elektrokinetischen Kontaktpotentials, als 
eines der Hauptkriterien fiir die Beurteilung nicht nur der elektrischen 
Eigenschaften des Sols, sondern auch fiir eine richtige Abschétzung der 
Koagulationsprozesse, die in diesem Sol durch verschiedene Substanzen 
hervorgerufen werden, gelten miissen. 


Ohne auf eine theoretische Darlegung der wohlbekannten Kata- 
phoreseerscheinungen einzugehen und die entsprechende Ableitung 
der bekannten Forme] des £-Potentials unterlassend, méchte ich hier 
nur noch in aller Kiirze die von mir angewandte Methodik erwihnen. 
Es sei hierbei erwahnt, daB alle Berechnungen von erhaltenen Daten 
nach den bekannten Formeln von Helmholtz* und v. Smoluchowski (1. c.) 
angestellt und von ihnen abgeleitet wurden. 


Methodik. 


Die kataphoretischen Untersuchungen wurden an den gleichen Solen 
wie in meiner vorhergehenden Arbeit (vgl. I. Mitteilung) ausgefiihrt. Dabei 
wurden nicht nur die Stammsollésungen, sondern auch die Ultrafiltrate 
verwandt. Es wurde mit besonderer Sorgfalt vorgegangen, wm méglichst 
reine Sole, ohne Spuren von Elektrolyten oder sonstigen Beimischungen, 
zu erhalten. Zur Bestimmung der Solteilchenladung wurde die ,,makro- 
skopische’*’ Methode von Michaelis angewandt; die kataphoretische 
Wanderungsgeschwindigkeit wurde mikroskopisch nach * Smoluchowski 
unter Verwendung einer kataphoretischen Zelle nach Héber gemessen. 
Die Spannung wurde mittels eines 10-Ohm-Spannungsmessers von Siemens 
stets sehr genau festgestellt; als optische Einrichtung diente die von der 
Firma Zeiss. Die Messungen wurden bei tadelloser Einhaltung aller methodi- 
schen Kautelen und unter staéndiger Kontrolle doppelter Messungen aus- 
gefiihrt. 


1. Kataphoretische Messungen der reinen Sole. 


Die Bestimmungen der Ladung der Kolloidteiichen der ver: 
wandten Sole zeigten, daB alle Sole von Cholesterin, Cholesterinester 


! Haber-Klemensiewicz, Zeitschr. f. physik. Chem. 67, 385, 1909. 

2 v. Smoluchowski, zitiert nach Haber. 

3 Nernst, ,,Theoretische Chemie“, XI. Aufl. Verlag F. Enke, 1926. 
* Helmholtz, Ann. d. Phys. u. Chem. 7, 338, 1879. 
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und Lecithin negativ geladen sind. Dabei zeigten die Ultrafiltrate 
von Cholesterin nach ihrer Verdiinnung eine Umladung, und zwar 
erhielten sie in allen Fallen eine positive Ladung. Wodurch sich diese 
Erscheinung erklaren lat, ist nicht bekannt. Es ist méglich, daB hier 
auBer gewissen Hydratationseinfliissen die Ultrafiltration selbst 
(Membrane) von Bedeutung ist. Die Ergebnisse der Messungen der 
kataphoretischen Wanderungsgeschwindigkeit und die ermittelten 
£-Potentialwerte sind in Tabelle I angefiihrt. Daraus la&t sich ersehen, 
da8 die kataphoretische Wanderungsgeschwindigkeit fiir alle Chole- 
sterinsole fast die gleiche ist; nur bei sehr fein dispersen Ultrafiltraten 
sinkt dieselbe, den GréBen des £-Potentials fiir die Grenzfliche 
Cholesterin-Wasser entsprechend. 





Tabelle I. 
| Kataphoretische 
Sol || Wanderungs- | ¢-Potential 
: geschwindigkeit in Millivolt 
|| » in em/see r/c 
Cholesterinsol-Stammlésung, 1% ig ........ — 1,9.10-3 27,3 
‘ ese. eset — 21.1073 24,0 
Cholesterinsol-Ultrafiltrat, etwa 1%ig ....... — 8,8.10-4 21,1 
- PN eS + 96.1074 14,9 
Cholesterinsol ,von Heyden“, 1%ig........ — 2,1.10-5 29,8 
re ween al 2G a. ke eX — 23.1073 33,1 
" H PO | OE een rae er — 3,1.10-3 46,4 
. gp MS 6 Bie ace are ite — 48.108 66,1 
‘ 2 CS 5 a re eee — 6,7.10°% 81,0 
js os ef. Sere — 7,4 .10-5 88,5 
9 " ae is — 9,5.10-3 89,5 
> ‘ Me | hy {er eee = — 9,7.10-8 89,6 


Was aber die Lecithinsole anbelangt, so ist es mir nicht gelungen, 
die kataphoretischen Mikromessungen an diesen Solen auszufiihren; 
die mikroskopische Beobachtung der kataphoretischen Wanderungs- 
geschwindigkeit der Lecithinteilchen wies auBerordentlich grobe 
Schwierigkeiten auf, so daB diese Messungen nicht auf sichere Weise 
mittels dieser Methode ausgefiihrt werden konnten. Diese Sole zeigten 
eine ziemlich hohe Leitfahigkeit und eine sehr geringe Wanderungs- 
geschwindigkeit, die sich nicht mit Sicherheit verfolgen lieB, weil 
die einzelnen Teilchen im Ultramikroskop nicht sichtbar sind. 

Ich méchte hier noch auf die Messungen des £-Potentials der 
Cholesterinsole bei einer Verdiinnung derselben eingehen. 
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In Abb. 1 sind die erhaltenen Daten in Form von Kurven ver- 
anschaulicht. Diese Kurven beweisen eine Abhangigkeit der -Potential- 
werte von den bei der Verdiinnung variierenden Solkonzentrationen. 
Da die Verdiinnung stets mit dem gleichen Ultraleitfahigkeitswasser 


stattfand, stets unter den gleichen Bedingungen 
(Riihren usw.), so wurde die Méglichkeit einer 
Zufiihrung zufilliger Beigemische bis auf ein 
Minimum herabgedriickt. 


Die erhaltenen Daten zeigen, daB je nach dem 
Verdiinnungsgrad die £-Potentialwerte langsam zu 
nehmen. Den Kurven nach zu urteilen, 1aBt sich 
hier eine bestimmte GesetzmaBigkeit feststellen, 
wobei den GréBen des £-Potentials nach hier eine 
Stabilitatserh6hung des Sols eintritt. Aus diesem 
Grunde ist es leicht zu ersehen, daB diese Erhéhung 
der Solbestandigkeit eng mit der LadungsgréBe 
der Solteilchen verbunden ist. Eine weitere (un- 
endlich groBe) Verdiinnung ergibt jedoch keinen 
Effekt mehr. Ungefahr bei den Grenzverdiin- 
nungen, die noch eine optische Solmessung er- 
lauben, andern sich die GréBen des £-Poten- 
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Abb. 1. 
-Potential von Chole- 


sterinsolen bei Ver- 


diinnung. 


tials nicht mehr. Es folgt daraus die natiirliche Annahme, da hier 
ein gewisses ,,oberes kritisches Verdiinnungspotential vorhanden 
ist; sobald dieses erreicht ist, andert sich die Stabilitat des Sols nicht 
mehr. Diese kritische Zone wird nach meinen Versuchen bei Ver- 


diinnungen von etwa 0,005 bis 0,001 °,, erreicht. 


Die geschilderte Erscheinung konnte ich allerdings nur an ganz 
frischen, eben hergestellten Cholesterinsolen feststellen. 
das verdiinnte Sol nach 24stiindigem Stehen gemessen, so konnte 


ich nicht mehr irgendwelche gesetzmiBig ausgepragten £-Potential- 


anderungen beobachten. 


2. Das 5-Potential bei der Solkoagulation. 


Die Erforschung des Zusammenhangs zwischen den £-Potential- 
anderungen und der Koagulierbarkeit der erhaltenen Sole wurde auf 
Grund der schon oben erwahnten Ursachen nur mit den Cholesterinsolen 


Wurde aber 


ausgeftihrt. Die erste Versuchsserie umfabte die £-Potentialmessungen 


dieser Sole unter dem Einflu8 von Anderungen der Wasserstoffionen- 
konzentration. Dabei wurde auch der EinfluB von verschiedenen 
sensibilisierenden und hemmenden Substanzen bei der Solkoagula- 
tion bei bestimmtem pg auf die £-Potentialinderungen hin unter- 


sucht. 
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In Abb. 2 und 3 sind die Kurven angefiihrt, die aus den ge- 
wonnenen Daten abgeleitet sind. Diese Kurven zeigen den £-Potential- 
anderungsverlauf unter den oben geschilderten Versuchsbedingungen. 

Vor allem ist es leicht zu sehen, daB bei py-Werten, die den 
Koagulationsschwellenwerten der Cholesterinsole entsprechen, ein 
scharfer £-Potentialsprung vorhanden ist, wobei jedoch eine véllige 
Entladung der Teilchen nicht zu bemerken ist; nur bei py = 3,2 konnte 
ich in meinen Versuchen eine vdéllige Teilchenentladung feststellen. 
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Das kritische Potential, K. P. Kurve 1: Cholesterinsol, auf 1 °/,igerGlucose 


zubereitet. Kurve 2: Dasselbe auf 1°/gigem 
Ovalbumin. Kurve 3: Dasselbe mit einem 
Zusatz von 6 °/9 Serumalbumin. 


wobei das §-Potential auf Null sank. Offenbar entspricht der erste 
hier von mir beobachtete £-Potentialsprung dem ersten kritischen 
Potential des Sols. rst spiiter tritt eine véllige Teilchenentladung 
ein, bei einer schon recht sauren Reaktion des Mediums. 


In der Literatur gelang es mir, nur eine einzige Arbeit, und zwar 
die von Keeser!, zu finden, welche die kataphoretischen Messungen 
der Cholesterinsole behandelt. Allerdings konnte Keeser in seinen 
Versuchen mit seinen Cholesterinsolen niemals eine véllige Teilchen- 
entladung konstatieren, sogar bei py = 1,3. Leider ist es mir in keinem 
Falle gelungen, eine Bestatigung der Angaben von Keeser zu finden. 
Wie schon erwahnt wurde, sank bei py-Werten, die den Koagulations- 
werten der Cholesterinsole entsprachen, die £-Potentialkurve ziemlich 
scharf, um bei noch saurer Reaktion endgiiltig auf dem Nullpunkt 
anzulangen. 

Dieselben Resultate konnte ich im Prinzip auch bei den Estersolen 
erzielen; doch lieB sich gerade hier bei allen angewandten py-Zahlen 


1 Keeser, diese Zeitschr. 150, 154, 1924. 
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niemals eine véllige Teilchenentladung beobachten, hierin schon mehr 
an die Angaben von Keeser erinnernd. 

Indem wir jetzt zu den Messungen der elektrokinetischen Eigen- 
schaften der Cholesterinsole im Beisein verschiedener Nichtelektrolyte 
iibergehen (vgl. Abb. 3), miissen diese Versuche ausfiihrlicher erértert 
werden. 

Die erhaltenen Kurven der £-Potentiale im Beisein von nativen 
EiweiBk6rpern und Kohlenhydraten, die sich als Sensibilisatoren er- 
weisen, erlauben es, bestimmte Schliisse itiber den Mechanismus, dem 
aller Wahrscheinlichkeit nach die Sensibilisierung der Cholesterine 
zuzuschreiben ist, zu ziehen. Es unterliegt keinem Zweifel, daB die 
Eiwei8kérper wie auch die Kohlenhydrate bzw. die Glucose so dicht 
die Kolloidteilchen des Cholesterinsols umhiillen kénnen, da dieses 
die elektrokinetischen Eigenschaften, die ihm an sich in reinem Zustand 
nicht eigen sind, aufweist. Prinzipiell lassen sich alle Fille nach fol- 
gendem Schema einreihen: bei pg-Werten, die der Koagulationsgrenze 
der Cholesterinsole entsprechen, ist ein £-Potentialsprung vorhanden, 
welcher der GréBe des eigentlichen kritischen Potentials des Sols und 
der Flockungszone desselben entspricht, worauf das £-Potential all- 
mahlich sinkt, um im isoelektrischen Punkt des Albumins den Nullwert 
zu erreichen; ist dieses eingetreten, so folgt eine Solumladung, und 
das £-Potential fangt wieder an zu wachsen, jedoch mit dem entgegen- 
gesetzten Ladungszeichen. Weiterhin, bei ziemlich saurer Reaktion, 
sinkt das £-Potential wieder, um von neuem seinen Nullwert zu er- 
reichen. In den Versuchen mit einem Zusatz von Glucose wiachst 
nach erfolgter Solumladung das £-Potential bedeutend stiarker an; 
in meinen Versuchen lieB sich hierbei niemals ein zweites Sinken bis 
auf den Nullpunkt feststellen. 

Diese Versuchsergebnisse sind von ganz besonderem Interesse, 
wenn man sie mit den Koagulationsversuchen an denselben Solen 
vergleicht. Es ergibt sich dann, daB die Cholesterinsole nicht, wie es 
bisher schien (vgl. I. Mitteilung), streng der Hardyschen Regel folgen. 
Andererseits zeigen diese Ergebnisse, daB auch die Nichtleiter imstande 
sind, solche Veranderungen der elektrokinetischen Eigenschaften 
der Sole herbeizufiihren, die eher in Anwesenheit von reinen Elektro- 
lyten zu erwarten wiren (vgl. Ellis!, Powis*). Zum Schlu8 ist noch 
zu bemerken, daf diese Messungen bis zu einem gewissen Grade den 
Mechanismus, welcher den beobachteten Koagulationsprozessen zu- 
grunde liegt, klaren und dadurch einen bedeutenden Nachtrag zu den 
Koagulationsversuchen, die in der I. Mitteilung ausfiihrlich dargelegt 
wurden, darstellen. 


1 Ellis, Zeitschr. f. physik. Chem. 80, 597, 1912. 
2 Powis, ebendaselbst 89, 91, 1915. 
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Die letzte Versuchsgruppe hatte zum Ziele, die Beziehungen, 
die eventuell zwischen dem £-Potential und den Koagulationswerten 
bei der Elektrolytfallung der Cholesterinsole vorhanden sein kénnten, 
zu klaren. Es wurden hier die folgenden Elektrolyte untersucht: 
NaCl, KCl, CaCl, MgCl,, AICl,, Fe,Cl,, (UO,)(NO,).. Wie daraus 
zu ersehen ist, wurde auBer dem Uranion bei allen Kationen stets 
dasselbe Anion, Chlor, angewandt. 


In Tabelle IL sind die gewonnenen Daten fiir die §-Potentiale 
bei den verschiedenen Elektrolytkonzentrationen angefiihrt. Der 
Raumersparnis halber sind nur die wichtigsten Protokolle in die Tabelle 
aufgenommen. Zur besseren Beurteilung der erhaltenen Ergebnisse 
sind dieselben in Abb. 4 veranschaulicht. 
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Wie die §-c-Kurven zeigen, verursachen die einwertigen Kationen 
zunichst eine ¢-Potentialerhéhung, um aber bei den den Koagulations- 
werten entsprechenden Grenzkonzentrationen bis zu den Werten 
herabzusinken, die der Cholesterinsolflockungszone entsprechen und 
auf diese Weise also das kritische Potential des Sols darstellen. 


In meinen Versuchen kommt dieses kritische Potential der 
Cholesterinsole etwa bei 18 Millivolt zu liegen. 


Die alkalischen Erden, besonders die Ca -Ionen, zeigen ein 
gut ausgepriigtes erstes ¢-Potentialmaximum béi ziemlich kleinen Kon- 
zentrationen. Bei der allmahlichen Annaherung an die Koagulations- 
werte nimmt das £- Potential stark ab, um bei den Koagulations- 








142 I. Remesow: 


werten unter das kritische Potential zu sinken; bei gréBeren Elektrolyt. 
konzentrationen tritt eine Umladung des Sols ein. Die Mg -Ionen ver. 
halten sich vollkommen identisch. 


Ein abweichendes Verhalten des §-Potentials laBt sich bei den 
mehrwertigen Jonen beobachten. Schon bei den kleinsten Konzen- 
trationen bewirken die Fe”- und U -Ionen sogleich eine Umladung 
des Sols, worauf sie in die Zone des kritischen Potentials, jedoch mit 
entgegengesetztem Ladungszeichen, iibertreten und bei den Elektrolyt- 
konzentrationen, die den Koagulationswerten entsprechen, eine starke 
Solflockung bewirken. Wie die £-Potentialkurve zeigt, sind die Chole- 
sterinsole den mehrwertigen Ionen gegeniiber auBerordentlich empfindlich 
und reagieren schon bei Konzentrationen von etwa m/32768, die noch 
keine merklichen Zustandsformanderungen im Sinne einer Ausflockung 
hervorrufen, durch eine eintretende Solumladung. 


Die Resultate, die mit Al -Ionen gewonnen wurden, miissen 
getrennt betrachtet werden. Hier kommt die Erscheinung der ,,un- 
regelmaBigen Reihen“ zum Vorschein. Das £-Potential nimmt schon 
bei geringen Konzentrationen stark ab bis zu den kritischen Werten, 
worauf die Solumladung erfolgt und die £-Potentialwerte von neuem 
zu wachsen anfangen, jedoch mit einer positiven Ladung der Sol- 
teilchen. In meinen Versuchen entsprach die Zone der gréSten £-Poten- 
tialwerte den Al’ -Konzentrationen von m/1024 bis m/4096; jenseits 
dieser Zone trat eine starke Solkoagulation ein. 


Alle die hier erhaltenen Ergebnisse der elektrokinetischen Potential- 
messungen der Cholesterinsole bei der Elektrolytfallung bestatigen 
nochmals einwandfrei die schon friiher ausgesprochene Annahme 
iiber die rein elektrokinetische Natur dieser Prozesse bei diesen Solen. 
Wir haben es hier also stets mit einer typischen Elektrokoagulation 
zu tun. 


Andererseits kann man vom rein kolloid-chemischen Standpunkt 
aus die erhaltenen Daten wohl mit den Angaben verschiedener Autoren, 
die ahnliche Messungen an anorganischen Suspensoiden ausfiihrten, 
vergleichen, wobei sich die gré®te Ahnlichkeit zwischen beiden fest- 
ste.len 1aBt. 


In der Tat laBt sich die ganze Kurvenform, die Anwesenheit der 
beiden scharfen €-Potentialsenkungen, dann leicht erkliren, wenn man 
sich die Arbeiten von Gouy! iiber die diffuse elektrische Helmholizsche 
Doppelschicht ins Gedachtnis ruft. Er berechnet das Gleichgewicht, 
das sich einstellt, wenn einerseits die Ionenart durch elektrische Krafte 


1 Gouy, Journ. de physiol. (4) 9, 457, 1910; Ann. d. Phys. (9) 7, 130, 1917. 
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der Grenzflache genihert wird, wahrend andererseits der osmotische 
Druck eine védllig gleiche Konzentration in jedem Raumteil 
anstrebt. Wenn (V,) und (V,) die Zahl der Kationen und Anionen 
in einer Volumeneinheit im Innern der Lésung ist, so ergibt sich nach 
den Berechnungen von Gouy, daB 

22 .e? 


“ D.R.T’ 


Nx (ax—1) + Nag (a4—D = 


wobei R, 7, a konstante GréBen sind, PD die Dielektrizitatskonstante 
und e die Ladung pro Oberflaicheneinheit in einem bestimmten 
Abstand, dem die Werte a, und a, angehéren. 


Man kann also, durch diese Uberlegung gewissermafen die diffuse 
Doppelschicht durch eine Helmholitzsche ersetzen, muB ihr aber eine 
Dicke geben. Dann ist es natiirlich, daB bei kleinen Ladungen und 
kleinen Ionenkonzentrationen die Dicke erhebliche Werte annimmt. 


Von diesem Standpunkt aus fallt es nicht schwer, die Erscheinungen, 
die in meinen Versuchen bei der Elektrolytfallung gefunden wurden, zu 
erklaren: bei den kleinen Kationenkonzentrationen iiberwiegt offenbar 
die Adsorption der vorhandenen Anionen durch die Solteilchen, was 
zu einer Zunahme der Dicke der diffusen Doppelschicht und dem- 
entsprechend zu einer Erhéhung der £-Potentialwerte fiihrt. Mit 
zunehmender Elektrolytkonzentration jedoch werden immer mehr 
Kationen in die Adsorptionshaut gedrangt, die das Adsorbens umgibt, 
so daB das £-Potential sinken muB. Bei sehr groBen Konzentrationen 
sinkt es endlich bis auf den Nullwert, da die Doppelschicht immer 
diinner wird, so daB dann der £-Potentialabfall nicht mehr bis in die 
sonst elektrokinetisch wirksame Zone zwischen der festliegenden und 
der beweglichen Fliissigkeit hineinreicht. SchlieBlich hindert und 
vernichtet die immer zunehmende elektrolytische Leitfahigkeit des 
Sols, die durch stiandige Erhéhung der Kationenkonzentration ver- 
ursacht wird, endgiiltig die kinetische Wirkung. 


Zum Schlu8 muB noch auf das Ergebnis einer Serie von Versuchen 
eingegangen werden, die das Ziel verfolgte, die £-Potentialkurven bei 
der Glucosesensibilisierung der Cholesterinsole festzustellen. In Abb. 5 
sind die erhaltenen Daten bei der Solfallung durch Na -, Ca’-, Fe -Tonen 
bei Anwesenheit von Glucose veranschaulicht. 


Hier kann man vor allem feststellen, daB bei ehrwertigen 
Kationen die Glucose keinen besonderen Einflu8 ausiibt. Die §-Po- 
tentialwerte gleichen denen ohne Glucosezusatz. Was jedoch die 
iibrigen Ionen anbetrifft, so ist es interessant, auf die £-c-Kurven bei 
der Ca -Fallung niher einzugehen. Hier st68t man auf das Bild einer 
auBerst raschen Solumladung. Bei sehr kleinen Kationenkonzentrationen 
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bleibt das £-Potential anfangs unverandert, um dann bei Koagulator- 
konzentrationen, die den Koagulationswerten sehr nahe liegen, plétzlich 
bis zu den kritischen Ziffern zu sinken, wobei gleichzeitig eine Sol- 
umladung eintritt. Hier also geht das €-Potential iiber den Nullwert 
gleich zu den positiven kritischen Werten tiber. Bei weiter zunehmenden 
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Abb. 5. 


Ionenkonzentrationen und eingetretener Solkoagulation nimmt das 
£-Potential, statt zu sinken, ein wenig zu, um dann weiterhin vollkommen 
unverandert zu bleiben, unabhingig von den weiteren Ionenkonzen- 
trationen. Nur bei recht groBem Ca -Gehalt im Sol sinkt das §-Potential 
plotzlich wieder bis zu seinem Nullwert. 


Wodurch sich diese ganz auffallende Verainderung der elektro- 
kinetischen Eigenschaften des Sols im Beisein von Glucose erklaren 
1a8t, ist natiirlich sehr schwer zu sagen; noch verwickelter und kom- 
plizierter wird die Frage, wenn man in Betracht zieht, daB die Er- 
héhung der £-Potentialwerte bei den zunehmenden Elektrolytkonzen- 
trationen, also wahrend der Solkoagulation, eintritt. Die einzige 
bis zu einem gewissen Grade wahrscheinliche Erklarung scheint mir 
folgende zu sein: wenn man dieses Verhalten des £-Potentials 
mit den Ergebnissen der Koagulationsversuche tiber Calciumfallung 
bei Anwesenheit von Glucose (vgl. I. Mitteilung) zusammenstellt, so 
148t sich annehmen, daB der beobachtete Anstieg des €-Potentials 
bei der eingetretenen Solflockung auf die durch die Glucoseumhillung 
verursachte peptisierende Wirkung zuriickzufiihren ist. Andererseits 
konnten hier auch sicher die DK-Anderungen des Mediums von gewissem 
Einflu8 sein, worauf in einigen speziellen Fallen verschiedene Forscher 
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(Meyerhof!, Kruyt van der Willingen? u.a.) hingewiesen haben, und 
wodurch der ganze Komplex der Beobachtungen noch verwickelter 
erscheint. 

Alle gewonnenen Resultate kurz resiimierend, kann man zu 
folgenden Schliissen kommen: Cholesterin tritt in seinem kolloidalen 
Zustand als ein Vertreter jener Gruppe von Substanzen auf, welche 
Michaelis als ,,Acidoide‘‘ bezeichnet. Wenn man annimmt, da die 
Ionenadsorption die Ursache der elektrischen Aufladungen der Phasen- 
grenzfliche ist, so folgt dann aus den angefiihrten Versuchen, da8 
als Ursache dieser Erscheinung nicht nur die Elektolytadsorption, 
sondern auch die Nichtelektrolytadsorption an den Grenzflichen 
dienen kann. In der Tat, wiesen die EiweiBkérper und die molekular- 
dispersen Stoffe (Glucose) dieses auf. Die unter dem koagulierenden 
und sensibilisierenden Einflu8 der Elektrolyte (in erster Linie der 
mehrwertigen Ionen) und Nichtelektrolyte eintretende Solumladung 
berechtigt zu der Annahme, da unter dem EinfluB der einen oder der 
anderen Milieubedingungen das Cholesterin imstande ist, seine Zustands- 
form zu dndern und sich also als ,,Ampholytoid (nach der Terminologie 
von Michaelis) zu verhalten. 

Trotzdem, obwohl das Cholesterin sich in seinem reinsten mole- 
kulardispersen Zustand unfehlbar als kapillar-inaktive Substanz 
erweist, kann es andererseits unter gewissen Umstinden, und zwar 
vor allem in kolloidalem Zustand, als Adsorbens auftreten und zur 
Bildung der verschiedenartigsten Adsorptionsverbindungen fiihren. 

Die biologische Bedeutung und Verwertung dieser Ergebnisse 
liegt offenbar vor allem darin, da8 diese den Zustand des Cholesterins 
in seiner kolloidalen Form bestimmen. Von der Gré8e und Entstehung 
der eben erwihnten Adsorptionspotentiale hingt eine ganze Reihe 
von Faktoren ab, die das ganze Verhalten der Kolloidlésung regieren, 
unter anderem auch die Form und GréBe der Kolloidteilchen, die 
Koagulations- und Peptisationserscheinungen usw. 

Rechnet man nun mit der gegenseitigen Einwirkung, die zwischen 
dem Cholesterin in kolloidaler Form und verschiedenen biologisch 
wichtigen Substanzen besteht, wenn sie auch nur aus den Modell- 
versuchen bekannt ist, so ist es méglich, ein der Wirklichkeit sehr nahe 
kommendes Bild dieser Wechselwirkungen, die im Organismus statt- 
finden, zu entwerfen. 

Zusammenfassung. 

1. Die Sole von Cholesterin, Cholesterinester und Lecithin sind 
elektronegativ geladen. Fiir die von mir hergestellten Cholesterinsole 
ergibt das €-Potential rund 27,3 Millivolt. 

1 Meyerhof, diese Zeitschr. 86, 325, 1918. 

2 Kruyt van der Willingen, Zeitschr. f. phys. Chem. 180, 170, 1927. 
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2. Die Solverdiinnung (frisch hergestellt) erhéht die Bestandigkeit 
derselben, was sich durch das entsprechende Anwachsen des £-Potentials 
auBert. 

3. Durch die Einwirkung der Wasserstoffionenkonzentration wird 
keine Solumladung verursacht, doch andert sich das kritische Potential, 
um bei pa-Werten, die den Koagulationswerten entsprechen oder den- 
selben sehr nahe liegen, das £-Potential auf den Nullwert herabzusetzen. 

4. Die Nichtleiter, wie Glucose und native EiweiBe, laden die 
Cholesterinsole um: die EiweiBkérper in ihrem isoelektrischen Punkt, 
die Glucose bei einem pg, das den entsprechenden Koagulationswerten 
sehr nahe liegt. 

5. Bei Elektrolytfallung von Cholesterinsolen durch mehr- 
wertige Kationen sind schon die geringsten Konzentrationen imstande, 
das Sol umzuladen. Die iibrigen Kationen ftihren zu einer £-Potential- 
herabsetzung bis zu seinen kritischen GréBen. Das kritische Potential 
der erhaltenen Cholesterinsole lag in meinen Versuchen zwischen 

- 18,5 Millivolt. 

6. Die durch Glucosezusatz sensibilisierte Elektolytfallung von 
Cholesterinsolen ergibt bei den alkalischen Metallen und Erden eigen- 
tiimlich verlaufende €-c-Kurven. Es scheint, als ob die Glucose 
unter gewissen Bedingungen den kolloidalen Charakter der Cholesterin- 
sole zu beeinflussen vermag. 











Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber den kolloidalen 
Zustand des Cholesterins, Cholesterinesters und Lecithins. 


Ill. Mitteilung: 


Die elektrischen Eigenschaften der Cholesterin- und Lecithinsole. Messungen 
der elektrischen Leitfahigkeit und der Dielektrizititskonstanten. 


Von 
Igor Remesow und N, Tavastst erna. 


(Aus der Abteilung fiir Biochemie und dem _ physikalisch-chemischen 
Laboratorium des Staatlichen Instituts fiir arztliche Fortbildung in 
Leningrad.) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Der Zweck der vorliegenden Untersuchung war, die elektrischen 
Kigenschaften der erhaltenen Sole von Cholesterin und Lecithin in 
bezug auf ihr Leitvermégen und die Dielektrizitatsmerkmale naher 
zu studieren, besonders im Zusammenhang mit den von Remesow! 
erhaltenen Ergebnissen der Koagulationsversuche und _ elektro- 
kinetischen Messungen derselben Sole. Wie bekannt, ist die Leitfahigkeit 
der Suspensoide eine Eigenschaft, die sich nur schwer eindeutig messen 
laBt, da der von den Teilchen selbst herriihrende EinfluB nicht leicht 
von dem zu sondern ist, den die im Sol enthaltenen Elektrolyte ausiiben. 
So 14Bt sich also in einer kolloidalen Lésung auBer dem gewéhnlichen 
elektrolytischen Leitvermégen noch eine besondere, durch eine Kata- 
phorese der Kolloidteilchen verursachte Leitfihigkeit feststellen. 
Es ist dann klar, da8 das Leitvermégen eines Suspensoids gerade 
infolge einer Kataphorese der suspendierten Teilchen ein anderes 
als bei den gewéhnlichen Elektrolyten sein mu8. DaS dem so ist, 
ergibt sich, wenn man annimmt, da jedes Solteilchen von einer Doppel- 
schicht umhiillt ist, so daB beim Strémen durchweg eine Verschiebung 
der Doppelschicht eintritt, die Ladungen sich zu den beiden Polen 


1 Remesow, diese Zeitschr. 218, 86; 218, 134, 1930. 


10* 
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hin bewegen und folglich ein Teil des Stromes dadurch getragen 
werden mu. 

v. Smoluchowski! weist auf die Méglichkeit hin, die spezifische 
Leitfahigkeit 4 irgend einer Suspension, deren Teilchen einen Radius R 
besitzen, durch folgende Formel auszudriicken: 


g — £2:0:9°8-(R + 8) uv? 





N-d 
wobei @ die Zahl der Teilchen in 1 cem® des Sols ist, v die katapho- 
retische Wanderungsgeschwindigkeit derselben bei einem Gefille von 
1 Volt/em, 9 die Viskositaét, 6 die Dicke der Doppelschicht und NV die 
Loschmidtsche Zahl. 

Leider ist die von Smoluchowski angegebene Formel mehr von 
theoretischem Interesse als von praktischer Bedeutung, denn es gelang 
uns nicht, in der Literatur irgendwelche Arbeiten zu finden, die eine 
experimentelle Bestatigung dieser Formel enthalten hatten. Nordenson® 
fiihrt sogar die geringste Leitfahigkeit, die einige Autoren (Whitney- 
Blake*, Burton*) an Metallsolen messen konnten, auf die Elektrolytreste 
zuriick. 

Aus den erwiahnten Griinden beschlossen wir, keine absoluten 
Leitfahigkeitsmessungen der erhaltenen Sole nach der von Smolu- 
chowski angegebenen Formel auszufiihren, sondern die relativen Leit- 
vermoégensainderungen der Sole in bezug auf die urspriingliche, wenn 
auch unkorrigierte Leitfihigkeit derselben zu studieren, die durch 
einen Zusatz gewisser leitender und nichtleitender Substanzen eintreten 
kénnten. Ein Vergleich der beiden erhaltenen Ziffern erlaubt dann, 
wenn auch nur annahernd, doch ein gewisses Bild tiber die méglichen 
Anderungen der elektrischen Eigenschaften des Sols, die durch die 
angewandten Stoffe eintraten, zu gewinnen. 

Um aber die erhaltenen Daten doch bis zu einem gewissen Grade 
als der Wirklichkeit entsprechend betrachten zu kénnen, wurden nach- 
traglich auch die Messungen der Dielektrizitatskonstanten fiir alle unter- 
suchten Substanzen angestellt. 

Methodik. 

Die Leitfahigkeitsmessungen wurden nach der klassischen Methode 

von Kohlrausch mittels der Wheatstoneschen Briicke ausgefiihrt. Da sich 


jedoch einige Substanzen als sehr schlechte Leiter erwiesen, wurde auBerdem 
noch ein Niederfrequenzdoppelverstarker nach Remesow® eingeschaltet, 


! v. Smoluchowski, Physik. Zeitschr. 6, 529, 1905. 

2 Nordenson, Kolloidzeitschr. .16, 65, 1915. 

8 Whitney-Blake, Journ. Amer. Chem. Soc. 26, 1339, 1904. 
* Burton, Phil. Mag. (6) 12, 475, 1906. 

5 Remesow, diese Zeitschr. 207, 67, 1929. 
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welcher es gestattete, die Messungen ohne Schwierigkeiten durchzufiihren. 
Die Messungen wurden stets mit 5ccm der Substanz bei immer gleicher 
Temperatur, # = + 20°C (+ 0,01°) in dem Mikrovakuumwiderstands- 
gefaB von Remesow ausgefiihrt. Die gepriifte ,,Widerstandskapazitits- 
konstante“ ergab bei 20°C fiir 5 ccm Fliissigkeit: C = 0,02088. Die Leit- 
fahigkeitswerte wurden nach der bekannten Formel von Kohlrausch in 
reziprokem Ohm ermittelt. 


Die DK-Messungen wurden nach der zweiten Methode von Drude 
vorgenommen, wobei fiir die Kontrollmessungen die Resonanzmethode 
von Remesow angewandt wurde. Der MeBkondensator enthielt Stahlelek- 
troden von 0,65 mm im Durchmesser, wobei der Abstand zwischen beiden 
Elektroden nach Wunsch veraindert werden konnte. Die Einrichtung 
wurde mit diesem MeSkondensator in einer Reihe von Blindversuchen 
unter Verwendung verschiedener Standardfliissigkeiten genau gepriift. 
Fiir die héheren DK wurde das Athylalkohol-Wassergemisch benutzt, 
fiir die niedrigeren DK das Benzol-Athylalkoholgemisch nach Ceolidge?. 
Diese Gemische folgten recht streng dem Silbersteinschen Mischgesetz und 
ergaben Dgo° = 26,2 und D,,° = 2,3. 


1. Leitfahigkeitsmessungen. 


Die angestellten Messungen des Leitvermégens der Cholesterin- 
und Lecithinsole bezogen sich also auf die Ermittlung der GréBe der 
spezifischen Leitfahigkeit dieser Sole. Es wurde hier der Einflu8 der 
Verdiinnung, der Ultrafiltration, sowie auch der Anwesenheit ver- 
schiedener Stoffe (Glucose) auf das Leitvermégen untersucht. Die 
erhaltenen Daten sind in Tabelle I angegeben, aus der sich folgendes 
ersehen 1]aBt. 


Bei Cholesterinsolen ist die gemessene spezifische Leitfihigkeit 
eine recht hohe, trotz der auBersten Reinheit der angewandten Sole 
[vgl. die Darstellungsmethode von Remesow (l.c.)] und der sehr ge- 
ringen Beimischung von Elektrolytresten. Bei der Verdiinnung aber 
nimmt die Leitfahigkeit stark ab, um bei sehr starken Verdiinnungen 
die GroBe zu erreichen, die fast den Leitfaihigkeitswerten der Dis- 
persionsmittel gleich ist. Bei Lecithinsolen la8t sich dabei ein 
prinzipiell andersartiges Bild konstatieren; die Leitvermégens- 
ainderungen sind besonders mit Hydrolecithin stark ausgepragt. In 
Abb. 1 sind die entsprechenden x-c-Kurven fiir die beiden Sole ver- 
anschaulicht. Hier kann man besonders klar den Leitfaihigkeitssprung 
bei der Hydrolecithinsolverdiinnung ersehen. 


Bei tadellos durchgefiihrter Methodik sind diese Ergebnisse sehr 
gut reproduzierbar und kénnen darum als einwandfrei festgestellt 
gelten. 


1 Coolidge, Ann. d. Phys. 69, 150, 1899. 
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Tabelle I. 





Spezifise he 
Nr. | Sol I} OF Leitfahigkeit x 
\| in reziproken Ohm 


1 Cholesterinsol, grobdisp. ...... 10,0 3,8 . 10-5 
2 ms :: ACh eae BS 1,0 1,1.10-5 
3 2 acer ma 1,0 44.10-6 
4 jj Se ee 8,7. 1077 
5 Hydrolecithinsol Fgh ASRS. 4 1,0 9,9. 10-5 
6 Cholesterinsol, verdiinnt bis nS tae 1,0 14.10 
7 . .: > 0,1 0,6. 1075 
8 2 " 0,01 3,7.1077 
9 " . “ 0,001 4,6 .1077 
10 s et a> eke Giteg Od 0,0001 2.6 .10-7 
11 Lecithinsol, verdiinnt bis ..... . 1,0 9,7.10-5 
12 7 & aoe Ter! 01 9,6 . 10-5 
13 “ < aire 0.01 0.2.10-5 
14 a " a> 0,001 6,4 .10-7 
15 eee.) Fare 0,0001 2.8. 10-6 
16 C holesterinsol zubereitet auf 1% iger 
Glucose . Baad 1,6 .10-° 
Cholesterinsol, verdanat ‘bis eos ee be 1,0 
17 ‘ fs AT 0,1 1,0. 10-8 
18 m ‘ eee Seana 0,01 0,2. 10-5 
19 = a bi 0,001 2,1 . 10-* 
20 " 7 A ee Be ae ana: 0,0001 5,2. 10-7 
21 1% Sol zubereitet auf Glucose ... 10,0 1,2.10-5 
22 [% « ‘i a a ee 1,0 1,2.10-5 
23 ) Sa - -. ae 0.5 0,4. 10-6 
24 ) aan Rs . 3% 0,1 1,3. 10-5 
25 1% i 0,05 1,2.10-5 
26 Lecithinsol zubereitet auf A iger Glu- 
cose . Siig ates tg 1,0.10-* 
Lecithinsol, verdannt bis Ry eee, ae 1,0 
27 . 2 aM gS ies, 0,1 9,8 .10-5 
28 is . i ar le ee 0,01 8,9. 10-5 
29 a res 0,001 3,0. 107% 
30 * si ae 0,0001 8,5. 10-6 
70" 

















7 9” ww" too m* 
——> C- Se/konzentration 


—> Spezifische Leitfihighelt,x" in rez.Ohm 


Abb. 1. 
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Unseres Erachtens lé8t sich das Verhalten des Leitvermégens 
der Sole auf die Hydrolyseerscheinungen bei der Solverdiinnung zuriick- 
fiihren, denn ahnliche Ergebnisse wurden auch von anderen Autoren 
(McBain', McBain-Salmon*, Bowden* u. a.) mit Seifenlésungen 
erzielt. Natiirlich darf hier von einer vollkommenen Analogie nicht 
die Rede sein, da unsere Sole keine ,,Kolloidelektrolyte* sind, sondern 
einen ausgesprochen hydrophilen Charakter tragen; doch scheint 
es uns sehr wahrscheinlich, daB beiden Fillen ein prinzipiell gleicher 
Mechanismus zugrunde liegt. 


Zur Erérterung der bei den Untersuchungen erzielten Resultate 
iiber den Einflu8 von Glucosebeimischung im Sol von Cholesterin 
und Lecithin iibergehend, erlauben wir uns, zuerst in aller Kiirze auf 
die Versuchsbedingungen hinzuweisen: es wurde die spezifische Leit- 
fahigkeit der Sole verschiedener Konzentration gemessen, doch wurde 
als Dispersionsmittel statt Ultrawasser eine Glucoselésung bestimmter 
Konzentration angewandt. Die Versuche wurden stets mit genau 
1 *,iger Glucoselésung ausgefiihrt. Andererseits wurden die Messungen 
an Solen vorgenommen, deren Konzentration der dispersen Phase 
stets genau 1°, betrug, umgekehrt wurde die Glucosekonzentration 
durch den Zusatz von entsprechenden Mengen derselben variiert. 
In diesem Falle, also bei stets variierender Glucosekonzentration, 
blieb der Cholesterin- bzw. Lecithingehalt im Sol immer derselbe. 
Die Angaben iiber diese Messungen sind in Abb. 2 veranschaulicht. 
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—»> Spezif, Leitfiihighelt "in ree Ohm 


10 4 
c-7 a: 2. gr 
c’=10 7 95 Q7 905 
> © = So/verdinnung 
c= G/lukosekonzentration in % 





Abb. 2. Kurvenbezeichnungen : 1. 1 °/, Sol auf Glucose verschiedener Konzentration zubereitet ; 
2. Cholesterinsol auf 1 °/, Glucose; 3. Lecithinsol auf 1°/, Glucose 


~ 


MacBain, ‘Zeitschr. f. physik. Chem. 76, .179, 1911. 
Mc Bain-Salmon, Proc. Roy. Soc. London (A) 97, 45, 1920. 
Bowden, Journ. Chem. Soc. 99, 191, 1911. 
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Vor allem 1a8t sich hier eine Erhéhung der Leitfahigkeit dieser 
Sole feststellen. Doch ware dies natiirlich nur dann zu erwarten ge- 
wesen, wenn wir es mit guten Leitern zu tun gehabt hatten; wenden 
wir uns andererseits zu den Leitfahigkeitswerten der 1° igen Sole, 
die mit Glucose in verschiedenen Konzentrationen zubereitet waren, 
so kann man hier gerade gar keine prinzipiellen Leitfahigkeitsanderungen 
feststellen. Wird dagegen in Anwesenheit von Glucose die Cholesterin- 
bzw. Lecithinkonzentration im Sol bei gleichbleibendem Glucosegehalt 
variiert, so treten hier die erwahnten Leitfahigkeitsverinderungen 
des Sols deutlich zutage. Es ist also klar, daB die Glucosekonzentration 
in der dispersen Phase des Sols keinen Einflu8 auf das Leitvermégen 
desselben ausiibt. 

Wie diese Tatsache zu erklaren ist, bleibt unserer Meinung nach 
noch recht dunkel. Jedenfalls 1a8t sich wiederum nicht die Méglichkeit 
einer Hydratationseinwirkung von der Hand weisen. 


2. Dielektrizitdtskonstantenmessungen. 


Die von uns ausgefiihrten DK-Messungen von Cholesterin- und 
Lecithinsolen und von Glucose sind in Tabelle Il angegeben. 








Tabelle II. 

Substanz Vol.-°/9 ~ Substanz | Vol.-9/9 1g 
pS Cae 0,0 | 80,5 Cholesterinsol . . 0,11 | 79,8 
ee as 10,0 74,2 . nea 0,49 | 76,7 

Mee aeary os: ean 20,0 68,6 Be ae 1,30 | 69,6 

eva ter Co are Ae 40,0 58,0 = 6,1 | 45,1 

Ba ak a a log 60,0 46,4 - 10,0 | 36,2 

Ey a tat a eee 80,0 | 36,2 e 21,5 19,0 

- AN eX Ps 100,0 26,0 s 30,6 11,3 
Benzol, puriss. . . . konz. 2,3 s 38,4 11,1 
Ce kw fest 2,2 ia o's fest | 6,5 
Boy a igs amt ec 1,1 80,1 Hydrolecithinsol . 0,07 | 77,5 

a FE ele 5,3 78,6 ; 0,15 74,0 

a ot te ee ee 9.6 70,0 = , 0,50 | 69,4 

me Pea eee ae 20,1 48,7 a 0,89 | 58,6 

el eg aa: lea ce 30,0 38,5 ‘- 1,00 | 56,7 

PERM take we ee 42,0 26,6 ‘ fest 12,4 


Daraus ist klar zu ersehen, daB alle diese Substanzen iiber eine 
recht hohe Dielektrizitaétskonstante verfiigen, die sich den Konzen- 
trationsinderungen entsprechend gesetzmaBig andert. Abb.3 gibt 
diese Beziehungen graphisch wieder. 

Fiir Glucose erhielten wir Daten, die fiir die Dipoltheorie von 
Debye! sprechen und dis Harringtonschen? Beobachtungen an Kohlen- 


1 Debye, Physik. Zeitschr. 18, 97, 1912. 
2 Harrington, Physik. Rev. 8, 581, 1916. 





OE Se a ae 


oa M2, 404. 3,46 


a = & wis oe A 








Physikal.-chem. Unters. ii.d.kolloidalen Zustand d.Cholesterins usw. III. 153 


hydraten bestatigen. Die festen Lipoide ergaben: Cholesterin kolloid. 
fest e = 6,5 und Hydrolecithin kolloid. fest ¢« = 12,4 (+ 0,5). Ein 
Vergleich dieser Ziffern mit den der weiteren Solmessungen zeigt, 
daB, wahrend diese Lipoide in ihrem festen Zustande ausgesprochen 
verschiedene Dielektrizitatseigenschaften in bezug auf ihre Dielek- 
trizitatskonstante aufweisen, sie als Hydrosole fast gleich sind. 


Tabelle III. 








Sol re diinnung | Dk Sol aoe sommedie DK 
0 0 Vol.-%9 a Plo Vol.-° 0 - 
Cholesterinsol auf 10 10 27,6 | Cholesterinsol auf 10 0,001 78.9 
é: Fe 10 5 57,0 | Lecithinsol = 10 1 55,3 
“ ‘i 10 1 68,2 ‘i y 10 - 05 63,0 
fs . 10 0,5 67,4 x Bs 10 0,1 61,2 
a a 10 0,1 55,6 a x 10 0,05 59,3 
iM is 10 0,05 55,1 “ 3 10 0,01 60,8 
i" a 10 = 0,01 60,8 a “ 10 0,005 60,1 
- * 10 0,005 69,8 is - 10 0,001 603 
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Abb.3. Kurvenbezeichnung: 1. Cholesterinsol, Abb. 4. Cholesterin- und Lecithinsole 
2. Lecithinsol (Konzentration von 10-2 bis 19/9). mit der Glucoselésung verdiinnt. 


Gehen wir jetzt zu den Messungen der Dielektrizitatskonstanten 
der Gemische von Solen mit Glucose iiber (vgl. Tabelle III), so tritt 
hier in allen Fallen eine ausgesprochene Senkung der Dielektrizitits- 
konstante des Mediums zutage. Besonders bemerkenswert ist die 
Tatsache, da’ solche Dielektrizitatskonstantensenkungen nur bei 
bestimmter Solkonzentration eintreten. Dabei scheint es, als ob 
dieser Dielektrizitatskonst\ntenabfall ein permanentes Verhalten zeigt ; 
bei der weiteren Solverdiinnung tritt von neuem ein Anstieg der Di- 
elektrizitatskonstantenwerte ein (vgl. Abb. 4). Am Lecithinsol lieB 
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sich fast das gleiche Bild beobachten, nur daB hier bei weiteren Ver- 
diinnungen des Sols die Dielektrizitatskonstante sich nicht mehr andert 
und konstant bleibt. 

Betrachtet man die Ergebnisse der Messungen der Leitfahigkeit 
und der Dielektrizitatskonstanten dieser Sole im Zusammenhang 
mit der Koagulation derselben, so bestatigen diese Resultate nochmals 
mit voller Klarheit, daB die Koagulationsprozesse dieser Sole im 
Grunde nichts anderes als typische Elektrokoagulationen darstellen. 
wobei die Zustandsformanderungen derselben nicht nur als Ladungs- 
stérungen der Solteilchen verlaufen, sondern in viel tieferen Ver- 
ainderungen der elektrischen Eigenschaften des Mediums in bezug 
auf die Leitvermégens- und Dielektrikumsanderungen bestehen. Die 
Sensibilisierungsprozesse dieser Sole durch Glucose, die schon von 
einem von uns (Remesow) bis zu einem gewissen Grade geklirt worden 
sind, erscheinen jetzt in einem neuen Lichte, wenn man diese Daten 
mit den von Remesow erhaltenen Angaben tiber die Kataphorese- 
erscheinungen und Koagulationswerte zusammenstellt. 

In der Tat muB8 man jene Viskositatsanderungen bei den Koagu- 
lationsgeschwindigkeitsmessungen und bei der Bestimmung der Kata- 
phorese auf die hier beobachtete Abnahme der spezifischen Leit- 
fihigkeit und der Dielektrizitétskonstantenveranderungen der Sole, 
die wir in unseren Versuchen feststellen konnten, zuriickfiihren. 

Nernst, Thomson u.a. wiesen nach, daB® fiir die Existenz freier 
Ionen, die sich durch die Leitfahigkeit der Lésung oder durch deren 
osmotisches Verhalten geltend machen, die GréBe der Dielektrizitiats- 
konstante des Lésungsmittels maBgebend ist. Es ist also klar, dab 
die Solsensibilisierung durch Nichtelektrolyte héchstwahrscheinlich 
darauf beruht, daB die Dispersionspbase eine andere Dielektrizitiats- 
konstante aufweist und dementsprechend die  elektrokinetischen 
Eigenschaften der Sole auch anders erscheinen. Wenn wir uns hierbei 
die Coehnsche Regel ins Gedachtnis rufen, so erscheinen jene Um- 
ladungsphinomene der Kolloidteilchen, die bei der Solsensibilisierung 
von Remesow festgestellt werden konnten, in einem neuen Lichte. 
Da sich die Coehnsche Regel auf die Phasengrenzkrafte und nicht un- 
mittelbar auf die elektrokinetischen Potentialspriinge § bezieht, so 
wird offenbar eine beliebige Anderung der Dielektrizitatseigenschaften 
des Systems in erster Linie in einer St6rung der inneren Reibungs- 
krafte, die die Zihigkeit des ganzen Systems verursachen, hervortreten. 
Die erwahnten Tatsachen stehen also in vollkommener Ubereinstimmung 
mit den beobachteten Viskositatsinderungen dieser Sole. 

Zum SchluB8 mu8 noch auf eine Tatsache hingewiesen werden, 
deren ganze Bedeutung bei den Sensibilisierungsprozessen nicht ver- 
schwiegen werden darf. Wie bekannt, stellt die Glucose eine, wenn 
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auch in auf erst geringem Grade, kapillaraktive Substanz dar; diese 
Tatsache darf bei den Versuchen nicht auBer acht gelassen werden. 
Denn ein kapillaraktiver Stoff setzt nicht bloB das Spannungsmaximum 
der Grenzflachen herab, sondern verschiebt es auch nach der positiven 
oder negativen Seite hin. Nach Gouy! laBt sich dies erkliren, wenn 
man annimmt, daB ein kapillaraktiver dielektrischer Nichtelektrolyt 
(Glucose) durch die Adsorptionskrafte, sei es in positivem oder nega- 
tivem Sinne, polarisiert wird; es handelt sich dabei wohl um eine Gleich- 
richtung der Molekiile an der Grenzfliche, wobei die eine Gruppe 
der Kolloidteilchen der Solseite sich zukehrt und die andere der 
Wasserseite. 

Die Moglichkeit einer solchen kapillar-elektrischen Glucosewirkung 
kann man aus den Versuchen von Langmuir? und Harkins-Brown- 
Davies* ersehen, wobei letztere Autoren auf Grund ‘ahnlicher Er- 
wiigungen die Untersuchungen tiber den Feinbau der Oberflachen- 
schichten bei Fettsauren anstellten. 

Die hier angefiihrten Ergebnisse weiter entwickelnd, kann man 
nun auf Grund der GréBen der Dielektrizitaétskonstanten der Glucose, 
die bedeutend kleiner sind als bei Wasser, durch die bekannte Gleichung 

ap e-D 
 4a-@-0" 
(wobei e die Teilchenladung, 6 und @ den Abstand und die Fliache 
des gegebenen Dielektrikums, e die Phasengrenzkraft und D die Di- 
elektrizitatskonstante bedeuten) zu folgendem Schlu8 kommen: die 
Dielektrizitaétskonstantenanderung des Mediums muB entsprechend auf 
die Teilchenladung wirken. Dies war auch in unseren Versuchen 
tatsichlich der Fall; die durch den Glucosezusatz hervorgerufene 
Dielektrizitaétskonstantesenkung des Sols fiihrt zu einer Abnahme der 
Teilchenladung des Sols, wodurch die beobachtete Koagulationswirkung 
der Glucose ihre Erklarung findet. 

Auf diese Weise also sind die hier von uns ausgefiihrten Versuche 
iiber die elektrischen Eigenschaften der Cholesterin- und Lecithinsole 
an sich von gewissem Interesse und bilden auBerdem einen Nachtrag 
zu den Fragen, die sich vom physikalisch-chemischen Standpunkt 
aus mit der Klarung jener feinsten Zustandsformanderungen der Sole 
beschaftigen, die bei der Koagulation derselben eintreten. 


Was die biologische Verwertung der erhaltenen Resultate unserer 
Versuche betrifft, so scheint es auf den ersten Blick schwer, eine direkte 


1 Gouy, Ann. de phys. (9) 7, 126, 1917. 
2 Langmuir, Journ. Amer. Chem. Soc. 88, 2221, 1916. 
3 Harkins-Brown-Davies, ebendaselbst 39, 354, 1917. 
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Ubertragung derselben auf den lebenden Organismus zu finden. Doch 
erlauben unsere Versuche in diesem Sinne die SchluBfolgerung, da8 
es unbedingt notwendig ist, die gréBte Aufmerksamkeit der Erforschung 
jener Zusammenhange zuzuwenden, welche im Organismus zwischen 
Kohlenhydraten und Lipoiden vorhanden sind und die auf verschieden- 
artigsten Wegen zum Vorschein kommen miissen. 


Zusammenfassung. 


1. Bei abnehmenden Konzentrationen der Cholesterin- und Lecithin- 
sole fallt entsprechend auch die spezifische Leitfahigkeit derselben 
ab, um dann, allerdings bei sehr kleinen Konzentrationen, wieder 
zuzunehmen. Eine umgekehrte Erscheinung zeigt das Verhalten der 
Dielektrizitaétskonstanten dieser Sole. 

2. Der Einflu8 von Glucose auf die Leitfahigkeit und die GréBe 
der Dielektrizitaétskonstanten der Cholesterin- und Lecithinsole tritt in 
der Erhéhung des Leitvermégens bei abnehmenden Solkonzentrationen 
und in der Abnahme der Dielektrizitétskonstanten hervor. 

3. Bei der Betrachtung der erhaltenen Ergebnisse, im Zusammen- 
hang mit den Koagulationsprozessen dieser Sole, wurde auf die Be- 
deutung der gefundenen Veranderungen der Dielektrizitatskonstanten 
im Beisein von Glucose hingewiesen und dieselbe zur Erklarung der 
sensibilisierenden Einwirkung der Glucose und der damit verbundenen 
Phanomene herangezogen. 

4. Es ist notig, auf die Méglichkeit gewisser Beziehungen zwischen 
den Kohlenhydraten und Lipoiden im lebendigen Organismus auf 
Grund der ausgefiihrten Versuche hinzuweisen. 
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Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber den kolloidalen 
Zustand des Cholesterins, Cholesterinesters und Lecithins. 


IV. Mitteilung: ‘ 
Uber die Dialysierbarkeit des kolloiden Cholesterins und Lecithins. 


Von 
Igor Remesow. 


(Aus der Abteilung fiir Biochemie und dem _ physikaiisch chemischen 
Laboratorium des Staatlichen Instituts fiir arztliche Fortbildung in 


Leningrad.) 
(Eingegangen am 9. Dezember 1929.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die einzelnen Untersuchungen (Siern!, C. Marie*), die mir aus 

der Literatur bekannt sind und welche die Zustandsform des Chole- 

| sterins im Blute festzustellen bezweckten, haben gezeigt, daB das 
Serumcholesterin undialysabel ist, wenn man dabei eine halbdurch- 
lassige Membran verwendet und die Dialyse gegen Wasser ausfiihrt. 

Ich will hier nicht weiter auf die Einzelheiten der wenig zuverlassigen 
Methode, der sich die erwahnten Autoren bei ihren Untersuchungen 
bedienten, eingehen und méchte nur darauf hinweisen, daB diese 
Arbeiten tiberhaupt keine systematische Erforschung dieser Frage 
darstellen, vielmehr einen anscheinend zufalligen Charakter zeigen. 


Allerdings besitzen die SchluBfolgerungen, zu denen der eine dieser 
Autoren (Stern) auf Grund einer auBerst geringen Versuchszahl] und 
eines geringen Materials kommt, einen recht nachdriicklichen Charakter. 
So gelangt Stern zu dem SchluB, daB das Serumcholesterin undialysabel 
ist, und nimmt daraufhin an, da dasselbe offenbar hauptsichlich 
in kolloidalem Zustande vorhanden ist. Davon‘ausgehend, hilt er die 


1 Stern, Arch. f. exper. Pharm. u. Pathol. 112, 1927. 
2 C. Marie, C. r. des séanc. de la Soc. de biol. 1923. 











158 I. Remesow: 


Modellversuche mit seinem Cholesterinsol fiir ausreichend, um sich ein 
Urteil iiber das Verhalten des Cholesterins im Organismus zu bilden. 

Ohne weiter auf die Frage, inwieweit diese Vorstellungen und 
Uberlegungen von Stern anerkannt werden diirfen, einzugehen, méchte 
ich mir hier nur erlauben zu bemerken, daB, wie zahlreiche Beispiele 
aus der Literatur uns zeigen, auf Grund einer so geringen Zahl von 
Versuchen ohne weiteres solche SchluBfolgerungen zu ziehen, doch 
recht gewagt ist. 

So erscheint mir diese Frage noch vollkommen ungeklirt und 
im Grunde noch kaum erforscht zu sein. 

Die vorliegende Untersuchung bezweckte darum, einerseits an 
den von mir erhaltenen Solen von Cholesterin und Lecithin in Modell- 
versuchen die Dialysierbarkeit derselben zu studieren (unter Befolgung 
einer einwandfreien Methodik) und andererseits unter denselben 
Versuchsbedingungen die Dialysierbarkeit von Serumcholesterin genauer 
zu erforschen. Es unterliegt keinem Zweifel, daB ein Vergleich der 
auf solche Weise erhaltenen Resultate eine sichere Vorstellung iiber 
die Zustandsformen und iiber das tatsaichliche Verhalten von Cholesterin 
und Lecithin im Organismus gestatten miiBte. 

Die Versuche wurden mit standardisierten kalibrierten Kolloid- 
hilsen in einer Reihe von Serien angestellt: 1. Die Dialyse wurde mit 
grob- und feindispersem (ultrafiltriertem) Cholesterin-Lecithinsol ver- 
schiedener Konzentration gegen stark verdiinnte Puffergemische mit 
verschiedenen py-Werten vorgenommen. 2. Dieselben Versuche wurden 
gegen reines Wasser unternommen (die py derselben wurden elektro- 
metrisch stets genau bestimmt). 3. Dieselben Versuche wurden 
gegen Puffergemische, aber mit bestimmtem, variierendem Glucose- 
gehalt angestellt. 4. Dieselben Versuche wie die vorhergehenden 
wurden mit dem Sol beigemischter Glucose ausgefiihrt, wobei die 
Puffergemische rein blieben. 

Zum Schlu8 wurden noch Kontrollversuche ausgefiihrt, wobei 
die Sole das eine Mal in reinen Glucoselésungen verschiedener Kon- 
zentration, das andere Mal, umgekehrt, die Glucoselésungen gegen 
verschieden konzentrierte Sole, gegen reines Wasser und endlich in 
Puffergemischen dialysierten. 


Die biologischen Versuche betrafen die Serumdialyse von normalen 
und von mit Cholesterin gefiitterten Kaninchen; sie wurden unter 
vollkommen, gleichen Versuchsbedingungen wie die oben beschriebenen 
Modellversuche ausgefihrt. 

Ich méchte hier gleich erwihnen, da8 fiir die Dialyse nur die 
pa-Werte benutzt wurden, die von den Koagulationswerten der Sole 
zu einer nichtflockenden Zone hin begannen. 
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Methodik. 


Fiir die Dialyse habe ich die nach T'rendelenburg hergestellte Kollodium- 
hiilse verwandt. Die Dialysedauer betrug in allen Versuchen 48 Stunden. 
Um den genauen pq-Wert der éuBeren Fliissigkeit herzustellen, wurden 
die bis auf m/100 verdiinnten Puffergemische (Citrat, Phthalat, Glykokoll- 
gemische) benutzt. Allerdings lieB sich niemals ein Unterschied im Dialyse 
verlauf infolge der Art der angewandten Puffer beobachten. Die pg-Werte 
der Puffergemische wurden stets elektrometrisch nach der klassischen 
Kompensationsmethode von Poggendorf mit den Gasketten nach Michaelis 
gemessen. Dabei wurde als Nullinstrument in der zu meiner Verfiigung 
stehenden Einrichtung ein Saitenspiegelgalvanometer (2,5.10-9A) von 
Siemens-Halske angewandt. Fiir die quantitative Bestimmung der dialysier- 
baren Substanzen wurden die chemischen Mikromethoden verwendet : 
die Zuckerbestimmung wurde nach der Methode von Bertrand und Hagedorn- 
Jensen ausgefiihrt; Cholesterin wurde auf zweierlei Art bestimmt: in den 
biologischen Versuchen gravimetrisch nach der Mikromethode von Windaus, 
mit Benutzung der Ultrawaage nach Holtz; in den Modellversuchen mit 
Cholesterinsolen wurden die Triibungsmessungen ausgefiihrt, wobei ich 
aber statt des Nephelometers diese Messungen in einem Wolffschen Kolori- 
meter ausfiihren muBte. Der genaue Bericht tiber die Einzelheiten der 
von mir ausgearbeiteten und hier angewandten Cholesterintriibungs- 
messungen wird in einem besonderen Artikel gleichzeitig mit diesem ver- 
6ffentlicht. So méchte ich hier nur kurz darauf hinweisen, daB das kolloide 
Cholesterin bei der Verdiinnung fast vollkommen dein Beerschen Gesetz 
folgt (sich dabei dem Verhalten von reine:n Glykogen nahernd) und dadurch 
als ein sehr bequemes Material fiir die Nephelometrie erscheint. 


Da in meinen Versuchen das Lecithin sich fast vollkommen un- 
dialysabel zeigte, so wurden keine quantitativen Bestimmungen desselben 
vorgenommen, sondern nur die bekannten qualitativen Proben angestellt. 
In einer Reihe von Fallen wurden hier auch die mikrochemischen Proben 
mit dem Mikroskop nach Emich und Behrens-Kley ausgefiihrt. 


Zum Schlu8 sei noch darauf hingewiesen, daB alle Dialyseversuche 
ausschlieBlich unter Verwendung von Jenaer Glasgeraten (von der Firma 
F. Fischer-Réwer, Stiitzerbach) bei einer Temperatur von + 8 bis 10°C 
ausgefitihrt wurden. ; 


1. Modellversuche. 


Als Hauptergebnis dieser Versuche mit den Solen von Cholesterin 
und Lecithin erschien die Tatsache, daB die Cholesterinsole zweifellos 
imstande sind, durch semipermeable Membrane zu_ diffundieren, 
also dialysabel sind. Die Lecithinsole dagegen zeigen diese Er- 
scheinung nur in auBerst geringem Grade. Aus diesem Grunde betrifit 
der gréBte Teil des gewonnenen Materials hauptsiichlich die Dialysier- 
barkeit von Cholesterin und seinen Estern, da, wie gesagt, bei den 
Lecithinsolen mitunter die gefundenen Ziffern im Bereich der méglichen 
Versuchsfehler standen und darum nicht immer mit voller Sicherheit 
in Betracht gezogen werden konnten. 
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Tabelle I. 





Dialysezeit in Stunden (gegen Wasser) 





6 12 24 48 
%o Fo 9% "lo 
Cholesterinsol, grobdispers. . 10 %ig 21 47 70 74 
re 6 ig dR ad 28 56 72 72 
Ot. 30 51 76 77 
v «+, Ne 31 59 74 74 
Cholesterinsolultrafiltrat, etwa 1, 46 78 89 93 
IE». isco & 8 os » “Cs — 2 3,5 8,5 
Hydrolecithinsol . . .. , OJ, ~- _ + + 
Lecithinsol nach Levene eee —- | — — — 


In Tabelle I sind die Daten der Dialyse dieser Sole gegen reines 
Wasser angegeben. Wie daraus zu ersehen ist, hangt die Dialyse- 
geschwindigkeit bzw. der Dialysegrad von Cholesterin nicht von der 
Solkonzentration ab. Der Dialyseverlauf wird in diesen Fallen also 
unabhangig von der Konzentration der Sole der gleiche bleiben. 
Dabei weisen die Estersole eine bedeutend kleinere Dialysierbarkeit 
im Vergleich zu dem Cholesterinsol auf. Interessant aber ist die Tat- 
sache einer fast vollstandigen Dialysierbarkeit des feindispersen, ultra- 
filtrierten Cholesterinsols; es handelt sich hier héchstwahrscheinlich 
um die Porenweite der verwendeten Dialysierhiilsen. Besonders er- 
scheint diese Tatsache von groBer Bedeutung in bezug auf die Permea- 
bilitaétsprobleme des Cholesterins und beweist die Wichtigkeit des 
Dispersitatsgrades bei diesen Phainomenen. 


Die Lecithinsole zeigen sich nach meinen Versuchen als _voll- 
kommen undialysabel gegen Wasser, da nur unsichere Spuren derselben 
mikroskopisch entdeckt werden konnten, und zwar nicht in allen Fallen. 


Diese Ergebnisse erschienen aber bis zu einem gewissen Grade 
iiberraschend, da diese Sole ausgesprochene Kolloide sind. Eine so 
schnelle und auBerst starke Dialyse derselben durch die semipermeablen 
Membrane erscheint im Grunde als eine recht eigenartiges Phinomen. 
Allerdings bestatigten die weiteren Versuche mit der Dialysierbarkeit 
dieser Sole bei verschiedenen pg-Werten nicht nur diese Ergebnisse, 
sondern lieBen auch eine GesetzmaBigkeit dieser Dialyseprozesse 
feststellen; bei den kombinierten Versuchen mit Glucosezusatz war 
es méglich, noch auBerordentlich interessante Diffusionsbeziehungen 
festzustellen. 


Zu diesen weiteren Versuchen iibergehend, mu ich auf die Er- 
gebnisse derselben, die in Tabelle I fiir alle Versuchsserien angegeben 
sind, genauer eingehen. 
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In meinen Versuchen liegt die Cholesterinsoldialyse in ziemlich 
breiten pa-Grenzen zwischen py = 4,5 bis 10,5 und zeigt einen geniigend 
gesetzmaBigen Verlauf. Wie mir festzustellen gliickte, fallt das Maximum 
der Dialyse von Cholesterin auf pg = 7,8, also bei schwach alkalischer 
Reaktion, die den meisten Kérpersaften eigen ist. 

Bei den Cholesterinestersolen liegt die beobachtete Dialyse bei 
Pu = 3,6 bis 7,4, wobei das Maximum sich bei pa = 6,2 fand. Was 
nun die Lecithinsole betrifft, so konnte ich sichere, qualitativ nach- 
weisbare Spuren nur bei pg = 8,8 entdecken. Alle diese Beziehungen 
sind in Form von Kurven in Abb. 1 veranschaulicht. 
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Abb. 1. 


Diese Daten zeigen, daB das Cholesterin und seine Ester, die in 
einen kolloidalen Zustand tibergefiihrt waren, nicht nur dialysieren 
kénnen, sondern dieser DialyseprozeB 148t auch einen regelmaBigen, 
von der Wasserstoffionenkonzentration des umgebenden Milieus ab- 
hangenden Verlauf konstatieren. Werfen wir jetzt einen Blick auf 
die im Organismus vorhandenen Verhiltnisse, so ist es schon auf Grund 
der eben angefiihrten Verhaltnisse méglich, den Mechanismus, welcher 
unter Umstanden dem Cholesterinstoffwechsel zugrunde liegen kénnte, 
zu bestimmen. Es ist sehr wohl méglich, daB das Cholesterin, welches in 
seinem molekular-dispersen Zustand sich so passiv und stabil verhalt, 
unter gewissen Umstanden, vor allem unter dem Einflu8 des Milieus, 
sich als durchaus labil erweisen und eine recht rege Teilnahme am 
Stoffwechsel des Organismus zeigen kann. Diese Teilnahme JaBt sich 
vielleicht gerade auf die Permeabilitatserscheinungen im Organismus 
in bezug auf die Durchlassigkeit von Cholesterin zuriickfiihren. 

Die Versuche iiber die Dialysierbarkeit der Sole von Cholesterin 
in Anwesenheit von Glucose sind in Abb. 2 und 3 veranschaulicht. 


Biochemische Zeitschrift Band 218. 11 
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Es 14Bt sich leicht daraus feststellen, daB hier ganz besondere, 
auBerst interessante Beziehungen zwischen diesen beiden Substanzen 
vorhanden sind. 


Betrachten wir nun zuerst den Fall, wo das Cholesterinsol gegen 
ein Puffergemisch mit Glucose in wechselnden Konzentrationen 
dialysierte (Abb. 2). Hier kann man schon nicht nur einen quanti- 
tativen, sondern auch einen qualitativen Unterschied im Vergleich 
zu dem oben geschilderten Fall konstatieren. 
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Abb. 2. 
Cholesterinsoldialyse gegen Glykokollpuffer mit Glucose. Kurve 1: Glucosegehalt 0,01 °/9 ; 
Kurve 2: 0,1°/ 9; Kurve 3: 1%/ 9; Kurve 4: 10/o. 


Vor allem sind die py-Grenzen, in denen die Dialyse noch statt- 
findet, viel breiter und liegen bei py = 3,5 bis 11,5. AuBerdem passieren 
bedeatend gréRere Mengen von Cholesterin die Membran. Aber ganz 
besonders interessant erscheint die Tatsache einer Maximumverschiebung 
der Soldialyse nach der alkalischen Seite zu; diese Verschiebung ist, 
wie meine Versuche gezeigt haben, aufs engste verbunden und ab- 
haingig von der Glucosekonzentration in der auBeren Fliissigkeit. Die 
maximale Verschiebung bis zu px = 9,6 wurde bei einer Glucose- 
konzentration von 10°, erhalten (vgl. Kurve 4). Parallel der Abnahme 
der Glucosekonzentration wendet sich das Dialysemaximum langsam 
zuriick, um bei einer Glucosekonzentration von 0,01 °, wieder die 
friihere Lage zu erhalten. Es ist also klar, daB bei diesen Glucose- 
konzentrationen die Wirkung derselben auf die Soldialyse ver- 
schwindet. Hier laBt sich noch auf den allgemeinen Charakter der 
Dialysekurven hinweisen, und zwar fehlt hier die langsam zunehmende 
Durchgangsfahigkeit der Cholestcrinsole durch die Membran; bei opti- 
malen pg-Werten oder solchen, die sehr nahe den optimalen Werten 





tat 
8cr 
wa 
Fo 


dia 
der 
Ab 


zur 


All 


wel 
der 
lan; 
ste! 
Des 
der 


Wo | 
bat! 
and 
gen 


stel 
her 
erst 
func 
und 
zu ¢ 








Physikal.-chem. Unters. ii.d.kolloidalen Zustand d.Cholesterins usw. IV. 16: 


liegen, tritt plétzlich ein Sprung in der Dialysierbarkeit des Sols auf, 
innerhalb eines recht engen pg-Intervalls. In diesem Bereich diffun- 
diert das Cholesterin in sehr groBen Mengen. Es ist auch interessant 
zu bemerken, daB die Cholesterindialyse schon bei solchen H-Ionen- 
konzentrationen beginnt, die den sauren Flockungszonen des Sols 
entsprechen. 

Betrachtet man nun den Fall, wo das Cholesterinsol mit Glucose 
in wechselnden Kenzentraticnen zubereitet war (Abb. 3), so zeigt 
sich hier ein in der Tat ganz auBerge wéhnliches Bild der Dialyse dieser 
beiden Substanzen. Wie aus Tabelle II zu ersehen ist, wurde quanti- 
tativ nicht nur der Chclesteringchalt in der 4uBeren Fliissigkeit (Puffer), 
scndern auch die Glucesckonzentration bestimmt. Infolgedessen 
war es méglich, den Verlauf der Dialyse der beiden Substanzen in 
Form von Kurven darzustellen. 


Wiahrend der allgemeine Charakter der Kurve, die der Cholesterin- 
dialyse angehért, keinen wesentlichen Unterschied im Vergleich zu 
dem vorhergehenden Falle aufweist, so tritt dagegen eine bedeutende 
Abweichung im Dialyseverlauf ein, wenn die Glucosedialysierbarkeit 
zum Vergleich herangezcgen wird. 


Das Maximum der Dialyse liegt hier fiir Cholesterin bei pg = 9,5. 
Allerdings gerade bei demselben pg liegt das Minimum der Glucose- 
dialysierbarkeit aus demselben Sol. 


Wir erhalten hier genau definierbare eigenartige Beziehungen: 
wenn wir auf Glucose zubereitetes Cholesterinsol, also ein Gemisch 
der beiden Substanzen durch eine halbdurchlassige Membran 48 Stunden 
lang dialysieren lassen, so tritt bei py = 9,5 das Maximum der Chole- 
sterindialyse und gleichzeitig das Minimum der Glucosedialyse ein. 
Dem Maximum der Cholesterindialyse entspricht also ein Minimum 
der Glucosediffusion aus einem Gemisch beider Substanzen. 

Dabei ist es auBerst bemerkenswert, daB in jenem py-Bereich, 
wo Cholesterin so gut wie gar nicht diffundiert, eine maximale Dialysier- 
barkeit von Glucose vorhanden ist. Je nach der Glucosekonzentration 
andern sich die absoluten GréBen der Dialyse, ohne jedoch den all- 
gemeinen Dialyseverlauf irgendwie zu beeinflussen. 


In allen Fallen konnte ich in meinen Versuchen dasselbe Bild fest- 
stellen, so daB ich diese Phancmene als ganz sicher gefundene besonders 
hervorheben méchte. Eine Erklarung dieser Tatsache erscheint im 
ersten Augenblick nicht leicht. Allerdings ist es notwendig, die ge- 
fundenen Ergebnisse mit den Koagulationsversuchen zu vergleichen 
und sich des besonderen Verhaltens der Glucose mit dem Cholesterinsol 
zu entsinnen. 
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Es scheint vielleicht gewagt, sofort zur SchluBfolgerung zu ge- 
langen, daB meine Versuche ein gewisses Material darstellen tiber den 
méglichen Bau der Glucosemolekiile in einem den bisher geltenden 
Anschauungen widersprechenden Sinne. Doch schien mir die Annahme 
nicht ganz unméglich, daB die Glucosemolekiile nicht nach dem iiblichen 
Typus gebaut sind, sondern daB sie an jene ,,Elementarkérper“ er- 
innern, welche fiir andere Polysaccharide und vor allem fiir so hoch- 
molekular-disperse Substanzen wie Dextrine nach den bekannten 
Arbeiten von Pringsheim, Samec u.a. als sicher festgestellt gelten 
kénnen. Dann lieBe sich unschwer das Bestehen von ,,Glykolipoiden", 
besonderer kohlenhydrat-lipoider Verbindungen, vielleicht rein physi- 
kalisch-chemischen Charakters, von der Art von Adsorptionsverbin- 
dungen annehmen. Wendet man sich zu der rein kolloid-chemischen 
Seite der beobachteten Phinomene, und zwar zu den festgestellten 
Verteilungsverhialtnissen bei der Dialyse, so kann man fiir Glucose 
die gewonnenen Tatsachen folgendermaBen kurz restimieren: In einem 
Gemisch mit kolloid-dispersem Cholesterin ist die Glucose nicht imstande, 
vollkommen zu diffundieren (bei den Kontrollversuchen ergab bei 
pu = 7,3 bis 7,8 die Diffusion derselben 100 bis 99,8°%,). Es laBt sich 
hier also nur annehmen, da die Glucose fest mit den Cholesterin- 
teilchen gekoppelt ist, was noch besonders durch meine friiheren Unter- 
suchungen eine Bestatigung erhilt (Remesow). Wenn man aber die 
Dialysierbarkeit und das Dialysevermégen der Glucose in meinen 
beiden Versuchsserien betrachtet, so 1iBt sich die Tatsache feststellen, 
daB fiir Glucose die semipermeable Membran iiberhaupt nach beiden 
Richtungen hin durchlassig ist. Diese Verhaltnisse lassen sich am besten 
schematisch darstellen. 


I. Cholesterin Puffergemisch mit 
Sol Glubose 


Membran 
Lholesterin Sol 
Z. ‘ 
mit Glubose mi Puffergemisch 
Membran 


Es ist klar, daB in beiden Kombinationen der Versuche mit Glucose 
trotz des Vorhandenseins der Membrane stets eine Vermischung von 
Glucose mit dem Cholesterinsol eintritt. Hat sich dies nun vollzogen, 
so tritt eine Stérung der Cholesterindialyse ein, und zwar entsteht eine 
Bindung von Cholesterinsolteilchen durch Glucose, und wir erhalten 
eine ,,adsorptionsgebundene undialysable Cholesterinfraktion“. Die 
geschilderten Vorginge beziehen sich natiirlich in gleichem MaBe 
auch auf die vorhandene Glucose — wir erhalten auch hier eine 
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, adsorptionsgebundene undialysable Glucosefraktion’. Damit ist also 
der EntstehungsprozeB der mutmafBlichen ,,Glykolipoid‘‘- Verbindung 
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bis zu einem gewissen Grade auf Grund meiner in der vorliegenden 
Arbeit mitgeteilten Versuche geschildert. Es ist klar, daB hier noch 
eine ganze Reihe wichtiger Faktoren nicht geklart ist; unter anderem 
muB auch auf die groBe Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration 
des Mediums, in welchem der ganze ProzeB sich abspielt, hingewiesen 
werden; doch scheint es mir, da8 diese Annahme doch recht iiber- 
zeugend ist. Die Méglichkeit einer Existenz des Donnanschen Gleich- 
gewichts mit allen daraus entstehenden SchluSfolgerungen scheint 
mir gerade in diesen Versuchen vollkommen ausgeschlossen zu sein, 
da, wie es wohl bekannt ist, eine wnerlaBliche Vorbedingung fiir 
die Giltigkeit der Theorie der Membrangleichgewichte von Donnan 
vor allem darin besteht, daB in dem gegebenen Milieu unbedingt doch, 
wenn auch nur ein einziges den beiden Seiten der Membran gemein- 
sames nicht diffundierendes Ion vorhanden sein muB, da nur Ionen 
die Bedingungen eines Membrangleichgewichts beeinflussen. 

In den geschilderten Versuchen sind gerade diese Bedingungen 
fiir das Bestehen dieses Membrangleichgewichts keineswegs erfiillt, 
kénnen noch nicht erfiillt sein, wenn man sogar bereit ist (ohne irgend- 
welche Berechtigung in diesem Falle), die Méglichkeit des Vorhanden- 
seins der sogenannten ,,ionalen Glucose‘‘ anzunehmen, von der in 
letzter Zeit einige Autoren schreiben; dann geben doch die erhaltenen 
Resultate kein sicheres Bild des Membrangleichgewichts. 

Zum Schlu8 méchte ich noch die Kontrollversuche, die dem 
Diffusionsvermégen der Glucose und des Cholesterinsols gewidmet 
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waren, kurz erwihnen. Wenn ein 1 °,iges Sol gegen reine Glucose 
dialysierte, so erreichte die Cholesterindialyse nach auBen zu ihr Maxi- 
mum innerhalb 24 Stunden, gerade zu derselben Zeit, in die der maxi- 
male Glucosegehalt im Innern der Diffusionshiilse fiel. Hier findet also 
nicht nur die vorhergehende Versuchsserie ihre Bestitigung, sondern 
es laBt sich noch feststellen, daB auch der zeitliche Dialyseverlauf 
dieser beiden Substanzen symbat erscheint. Andererseits zeigen diese 
Versuche rein quantitativ, daB das Cholesterin viel mehr gegen Glucose 
als gegen Wasser diffundiert. 

Aus den Kontrollversuchen iiber die Glucosediffusion folgt, daB 
die Dialyse derselben gegen das Sol bedeutend langsamer eintritt als 
gegen Wasser. In beiden Fallen aber ist die Glucosedialysierbarkeit 
in den Grenzen der angewandten Bestimmungsmethode eine er- 
schépfende; man kann die Dialyse derselben gleich 100°, setzen. 

Die erhaltenen Ergebnisse dieser Modellversuche beriihren also 
nicht nur die Chemie der Lipoide, sondern auch die der Kohlenhydrate. 
Natiirlich mu8B man die Versuche noch weiter in der Richtung iiber 
die Bedeutung und Rolle von Kohlenhydraten fortsetzen, trotzdem 
aber scheint es mir auf Grund der schon gefundenen Tatsachen durchaus 
méglich, einen auBerordentlich wichtigen Zusammenhang zwischen 
diesen beiden Substanzen als sicher anzunehmen. 


2. Uber die Dialysierbarkeit von cholesterinhaltigem Serum. 


Diese Versuche wurden unter genauester Einhaltung derselben 
Methodik wie im vorhergehenden Falle angestellt. Es wurde die 
Dialyse von Kaninchenserum gegen Wasser, Puffergemische mit und 
ohne Glucosezusatz und endlich auch die eines glucosehaltigen Serums 
untersucht. AuBerdem wurden dieselben Versuche ausgefiihrt mit 
enteiweiBtem Serum. 

Bevor ich zu den erhaltenen Daten iibergehe, méchte ich mir einige 
Bemerkungen iiber den Wert und die Anwendbarkeit dieser Resultate 
in bezug auf die in dieser Untersuchung gestellten Aufgaben erlauben. 
Es ist vollkommen klar, daB das Serum, das ein iuBerst kompliziertes 
Gemisch der verschiedensten Komponenten darstellt, vom kolloid- 
chemischen Standpunkt aus als ein System von sich miteinander 
verflechtenden gegenseitigen Einwirkungen der verschiedenen Faktoren, 
welche die Anwesenheit dieser Komponenten verursacht, erscheint. 
Trotzdem das Vorhandensein dieser Substanzen, einerseits in molekular- 
dispersem Zustand, andererseits in kolloidaler Form, noch im genuinen 
Serum zweifellos ist, erscheint der Bau und die Wirkung derselben 
im allgemeinen noch vollkommen unbekannt und unklar (z. B. Fer- 
mente, Hormone, Vitamine usw.). Es ist klar, daB, wenn das Serum 
als Ausgangsmodell als erste Voraussetzung angenommen wird, es doch 





168 I. Remesow: 


nicht mdéglich ist, einen so bestimmten sicheren SchluB wie bei den 
einfachen Modellversuchen ,,in vitro‘‘ iiber das Verhalten bestimmter 
Komponenten zu ziehen. 

Tatsachlich ist es auf Grund aller angefithrten Erwaigungen auBer- 
ordentlich schwierig, mit Sicherheit zu erértern, wie in Wirklichkeit das 
Verhalten und die Eigenschaften von Cholesterin hervortreten, genau 
so, wie es noch ausgeschlossen ist, eine vollkommen mit dem echten 
genuinen Serum identische Modellfliissigkeit, ein kiinstliches Serum, 
herzustellen. Denn in beiden Fillen stellt der biologische Faktor, 
als ein ,,Faktor X‘‘, stets unter allen Umstianden doch ein bisher un- 
iiberwindliches Hindernis dar. Infolgedessen miissen auch diese Ver- 
suche leider mehr als ein Experiment, denn als ein rein biologischer 
empirischer Versuch, betrachtet werden. 

Die erhaltenen Daten sind in Tabelle III angegeben. Es laBt sich 
daraus leicht feststellen, daB auch meine Versuche mit normalem 
Kaninchenserum im Einklang stehen mit einigen Versuchen von 
Stern (l.c.). In der Tat geht aus den Dialyseversuchen klar hervor, 
da8 das Serumcholesterin unter allen Umstanden in normalem Blute 
stets vollkommen wndialysabel ist. 

Interessant erscheinen die Versuche, in denen das Serum mit 
Glucose im Laufe von 12 Stunden durch Schiitteln gesattigt wurde. 
Bei der Dialyse dieses Serums gegen reine Puffergemische ist es gelungen, 
folgendes zu entdecken: In einem Falle (leider fand diese Beobachtung 
in allen iibrigen Versuchen keine Bestatigung) wurden Cholesterin- 
spuren in der duBeren Flissigkeit auf mikrochemischem Wege mit 
Sicherheit nachgewiesen. In allen Fallen aber gelang es festzustellen, daB 
die Dialyse von Glucose aus dem Serum wie auch in den Modellversuchen 
mit dem Sol niemals restlos stattfand. Immer wieder lieB sich fest- 
stellen, daB dabei etwa 0,08 bis 0,15 °%, der zugesetzten Glucose nicht 
diffundierten. Wir erhielten hier also eine undialysable Glucosefraktion. 
Im allgemeinen lieB sich diese Erscheinung nur bei ausgesprochen 
alkalischer Reaktion feststellen, bei pq = 8,5 bis 10,5. Auf der sauren 
Seite zeigte die Glucose oft eine fast restlose Dialysierbarkeit. Ohne 
hier eine Erklirung dieser Erscheinungen zu suchen, méchte ich nur 
auf die Méglichkeit des Bestehens eines ahnlichen Mechanismus wie 
bei den Modellversuchen hinweisen. Jedenfalls kam bei den Versuchen 
mit einem Serum, das enteiweiBt worden war (durch Fallung mit Tri- 
chloressigsiure), dieselbe Erscheinung ebenfalls zum Vorschein, so daB 
man also die Méglichkeit des Entstehens irgendwelcher EiweiSverbin- 
dungen zuriickweisen kann. 

Die nachste Versuchsgruppe betrifft eine Gruppe von Kaninchen, 
die taglich waihrend einer Dauer von 30 Tagen je 1,0 g reinen Chole- 
sterins, in Sonnenblumenél gelést, pro Kilogramm Kérpergewicht 
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per os erhielten, und eine andere Gruppe, bei der ein fein disperses Chole- 
sterinsol direkt ins Blut eingefiihrt wurde. Dabei erhielten diese Tiere 
intravenés, auf reines Cholesterin umgerechnet, etwa 0,25 g der Substanz. 

In allen Fallen erwies eine chemische Blutuntersuchung auf 
Cholesterin (nach der Methode von Bloor-Pelkan-Allen) das Eintreten 
einer starken Hypercholesterinamie. 

In diesen Versuchen zeigte sich das Cholesterin auch nie ganz 
sicher dialysabel; das Serumcholesterin diffundierte nicht gegen reines 
Wasser und Puffergemische. 

Allerdings zeigte bei Tieren, die exogen, per os oder intravenés, 
mit Cholesterin belastet wurden, das im Laufe von 48 Stunden mit 
Glucose gesittigte Serum folgendes: bei pg = 8,45 konnte ich in 
meinen Versuchen ganz sichere (mikrochemisch nach Behrens-Kley 
nachgewiesene) Spuren von Cholesterin in der duBeren Fliissigkeit 
entdecken. Diese Tatsache beweist an sich, daB hier unter bestimmten 
Bedingungen das Cholesterin dialysabel sein und durch eine semipermeable 
Membran diosmieren kann. Vielleicht wird hier durch die auf paren- 
teralem Wege hervorgerufene Hypercholesterinimie eine Ansammlung 
von losgekoppelten Cholesteriden hervorgerufen, die imstande sind 
zu diffundieren. Méglich ist es auch, daB man es hier mit einem wenig 
veranderten kolloidalen Cholesterinsol zu tun hat. 

Denn bei den Tieren, die per os mit Cholesterin belastet wurden, 
konnte ich nur die negative Cholesterindialyse feststellen. 

Wenn man sich nun dem Verhalten der Glucose zuwendet, 
so 1aBt sich hier ebenfalls eine ,,undialysable Glucosefraktion“ fest- 
stellen, welche allerdings bei den Versuchen mit intravenésen Injektionen 
von Cholesterinsol sehr wenig hervortritt. 

Es ist natiirlich, daB die Erklarung dieser Ergebnisse, die auf 
experimentellem Wege gewonnen wurden, auferordentlich schwer 
ist, besonders wenn man diese mit den Modellversuchen vergleicht. 
Die erhaltenen Daten sprechen keineswegs fiir die bekannten Theorien 
der Permeabilitit, sie bestiatigen weder die Lipoidtheorie noch die 
Adsorptionstheorie derselben. Die Méglichkeit einer Erklarung laBt 
sich hier mehr in dem Verhalten der Glucose suchen. 

In der Tat, wenn man die Existenz einer ,,Glykolipoidverbindung“ 
annehmen will, mu8 man die Glucose in meinen Versuchen als einen 
typischen ,,Cholesterinfanger‘‘ betrachten. 

Alle in der vorliegenden Untersuchung gewonnenen Resultate 
noch einmal. kurz zusammenfassend, kann man folgende Schlub- 
folgerungen ziehtn: ; 

Auf Grund der Erforschung des Dialysevermégens die Zustands- 
form und das kolloidale Verhalten von Serumcholesterin und Hydro- 
cholesterinsol in den Modellversuchen zu identifizieren, wie dies 
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Stern (1. c.) in seiner Arbeit tut, ist keineswegs zweckmaBig und richtig. 
Gewisse tibereinstimmende Ergebnisse, die man mitunter bei den 
Modellversuchen und den biologischen Experimenten antreffen kann, 
gestatten nicht, zu solch einem Schlu8B zu kommen. Denn wie schon 
oben besonders hervorgehoben wurde, darf man im Organismus keines- 
wegs den Einflu8 verschiedener Faktoren auBer acht lassen, die noch 
teilweise gar nicht weiter bekannt sind und die den beobachteten 
Erscheinungen zugrunde liegen kénnen. Gerade in den Modellversuchen 
sind diese Faktoren vollkommen ausgeschaltet. Andererseits unterliegt 
es keinem Zweifel, daB das Serumcholesterin unter Umstanden seine 
kolloidale Form im Organismus je nach Bedarf verindern kann. 

So diirfen die hier von mir gewonnenen Ergebnisse wie auch die 
Sternschen Angaben nur unter bestimmtem Vorbehalt zur Beurteilung 
der wirklichen Zustandsform von Cholesterin im Organismus betrachtet 
werden. 

Doch scheint mir, daB trotz allem uns noch ein Weg bleibt, um 
mit mdéglichster Sicherheit zur Klaérung der sich der Wirklichkeit 
nahernden Zustandsform der gegebenen Substanz zu gelangen. Dieser 
Weg besteht in der peinlich genauen Ausfiihrung paralleler Versuchs- 
reihen. 

In der Tat kénnen die Verhiltnisse, die in bezug auf Cholesterin 
und ganz bestimmte Substanzen, wie z. B. Glucose, in den Modell- 
versuchen festgestellt werden kénnen, wenn dieselben in Uberein- 
stimmung mit den biologischen Experimenten stehen und _ sich 
reproduzieren lassen, mit gewissem Vorbehalt doch ein bestimmtes 
Bild itiber das Verhalten von Cholesterin in den Gewebssaften bieten. 

Aus diesem Grunde sind meine Versuche in der vorliegenden Arbeit, 
wenn sie auch keine definitive Antwort geben, doch imstande, die 
gewissen Beziehungen, die zwischen den Lipoiden bzw. dem Cholesterin 
und den Kohlenhydraten bestehen, aufzudecken. Vielleicht laBt sich 
gerade hierin der Schwerpunkt dieser parallelen Versuche finden. 


SchluBsitze. 


1. Die Cholesterin- und Cholesterinestersole diffundieren durch 
eine halbdurchlassige Membran, wobei das Maximum der Cholesterin- 
dialyse in meinen Versuchen bei pg = 7,8, fiir letztere bei pq = 6.2 liegt. 

2. Bei Anwesenheit von Glucose ist die Dialysierbarkeit von Chole- 
sterin quantitativ verstarkt, das Maximum derselben, je nach der GréBe 
der Glucosekonzentration, verschiebt sich zur alkalischen Seite hin. 
Hierbei steht der Dialyseverlauf von Cholesterin und Glucose aus 
einer Mischung derselben in gesetzmaBiger Beziehung zueinander, 
so daB auf das Maximum der Cholesterindialyse ein Minimum der 
Glucosediffusion kommt. 
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3. Aus den Modellversuchen mit Cholesterinsolen folgt, daB dabei 
eine ,,undialysable‘’ Fraktion von Cholesterin und Glucose vorhanden 
ist, was die Méglichkeit der Existenz einer physikalisch-chemischen 
Verbindung des ,,Glykolipoids“ annehmen 1aBt. 

4. Das Serumcholesterin normaler wie auch mit Cholesterin 
gefiitterter Kaninchen erweist sich als vollkommen undialysabel. Das 
Serumcholesterin der parenteral mit feindispersem Cholesterinsol 
belasteten Kaninchen ist dialysabel, aber nur unter gewissen Bedingungen 
(bei py = 8,5 und wenn das betreffende Serum vorher mit Glucose 
gesattigt ist). 

5. Es unterliegt keinem Zweifel, daB ein enger Zusammenhang 
zwischen der Glucose und den Cholesteriden in vitro und in vivo vor- 
handen ist, welcher in ganz bestimmten physikalisch-chemischen 
Erscheinungen und Veranderungen des einen oder anderen der er- 
wahnten Komponenten zum Ausdruck kommt. 


( 








Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber den kolloidalen 
Zustand des Cholesterins, Cholesterinesters und Lecithins. 


V. Mitteilung: 


Uber Cholesteringele, 
Quellungsversuche und Permeabilitit der erhaltenen Gele. 


Von 


Igor Remesow. 


(Aus der Abteilung fiir Biochemie und dem _ physikalisch-chemischen 
Laboratorium des Staatlichen Instituts fiir arztliche Fortbildung in 
Leningrad.) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Das kolloidale Cholesterin gehért zu den ausgesprochen lyophoben 
Kolloiden und weist dementsprechend gewodhnlich auch bei der Koa- 
gulation keine Gallertbildungserscheinungen auf und zeigt also keinen 
Ubergang zum Gelzustand. Ein solches Verhalten seitens des Chole- 
sterins lieB sich auch erwarten, da ja, wie bekannt, eine Gelbildung 
tiberhaupt auBerordentlich selten bei den lyophoben Suspensions- 
kolloiden vorkommt. Doch ist es nicht unwahrscheinlich, da8 im 
lebenden Organismus in einer Reihe von Fallen mitunter bestimmte 
Gelbildungen, auch typische Gele von Cholesteriden, stattfinden (Lipoid- 
ablagerungen, organische Grenzmembrane usw.). Es schien mir darum 
sehr interessant, kiinstliches ,,Modell-Cholesteringel herzustellen und 
an demselben verschiedene physikalisch-chemische Phinomene, wie 
auch seine eigenen Eigenschaften zu erforschen. 

In der Tat ist das Fehlen von Mischungsprozessen wie auch von 
Konvektionserscheinungen bei den Gelen besonders wichtig zur Klar- 
stellung jener chemischen und physikalisch-chemischen Reaktionen, die 
im Gel stattfinden kénnen. Es ist klar, daB jede beliebige Substanz- 
bewegung im Gel ausschlieBlich oder fast ausschlieBlich auf Kosten 
von Diffusionskraften stattfindet und darum ein gleichzeitiger Verlauf 
und die Mitexistenz der verschiedenartigsten Prozesse denkbar erscheint, 
oder sogar stattfindet. Gerade auf diesen besonderen Eigenschaften, 
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welche das Gel fiir physikalisch-chemische Prozesse darstellt, beruht 
jene unendlich differenzierte und auBerst raffinierte chemische Aktivitat 
des lebenden Protoplasmas. 

Wenn auch ein ,,Modell-Cholesteringel‘‘ noch bei weitem nicht 
einen idealen Prototyp der lebendigen Cholesteringele darstellt, so 
erscheint es doch als ein sehr bequemes Objekt, welches erlaubt, eine 
Reihe der wichtigsten physikalisch-chemischen Prozesse, die in den 
cholesterinhaltigen Gelen vorkommen kénnen, naher zu untersuchen. 

Als ein solches Modell-Cholesteringel diente mir ein von mir 
hergestelltes ,,Cholesterin-Gelatinegel. Die Uberlegungen, die mich 
dabei veranlaBten, gerade solch ein Praparat zu benutzen, waren folgende : 
die Gelatine stellt ein ausgesprochen lyophiles Kolloid dar, welches 
leicht ein elastisches Gel bildet, dessen Eigenschaften bereits aufs 
genaueste von einer Reihe von Forschern, vor allem von Loeb, untersucht 
worden sind. Andererseits erweist sich Gelatine als ausgezeichnetes 
Modell zum Studium der organischen EiweiSkérper, wobei von auBer- 
ordentlichem Vorteil ist, daB eine Méglichkeit besteht, dieselbe in einem 
sehr reinen Zustande zu erhalten ({,,isoelektrische Gelatine‘‘ von Loeb). 
Wenn also der eigene kolloidale Zustand von Gelatine so gut bekannt 
ist, so erscheint es natiirlich nicht schwer, den EinfluB des einen oder 
des anderen Beigemisches zu bestimmen. In meinen Versuchen diente 
als Beigemisch das kolloide Cholesterin. 


Es ist klar, daB bei solcher Versuchsstellung von einem echten 
,,Cholesteringel’ keine Rede sein kann; es handelt sich hier vielmehr, 
wie oben klargestellt wurde, um die Erforschung der verschiedenen 
Einwitkungen des beigemischten Cholesterins auf den physikalisch- 
chemischen Zustand der Gelatine. 


Bedenkt man aber dabei, da8 meistenteils ein Hauptkern der im 
Organismus vorhandenen Lipoidablagerungen oder Degenerationen 
gerade eine EiweiBmasse des Protoplasmas darstellt, so ist es klar, 
da8B solch eine Kombination von ,,Cholesterin-Gelatinegel” bis zu einem 
gewissen Grade ein sehr geeignetes Modell der echten lebenden Gele 
der Cholesteride ist. Wenn man nun die in der vorliegenden Unter- 
suchung angestellten Versuche streng vom Standpunkt der phy- 
sikalischen Chemie aus beurteilt, so diirften sie sich vielleicht als nicht 
vollkommen befriedigend erweisen, sie sind jedoch, auf Grund des oben 

_angefiihrten Gesichtspunktes, von oe Interesse und Wert fiir 
‘die Biologie und die biolegischen Probleme. 


Zweck dieser Arbeit war also, die Méglichkeit und die Methode 
zur Gewinnung solcher kiinstlichen Cholesteringele darzulegen und 
mittels derselben die Quellungsphanomene unter verschiedenen Versuchs- 
bedingungen (den Einflu8 von Wasserstoffionenkonzentration, Elektro- 
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lyten und Nichtleitern), wie auch das Diffusionsvermégen, bzw. die 
Permeabilitat dieser Gele verschiedenen biologisch wichtigen Sub- 
stanzen gegeniiber, im Vergleich zu dem Verhalten des reinen Gelatinegels 
unter den gleichen Umstanden naher zy studieren. Zum Schlu8 wurden 
noch einige Quellungsversuche an rein biologischem Material zum 
Vergleich mit den eben angestellten Modellversuchen ausgefiihrt. 


I, Herstellung von Modellcholesteringelen. 


Eine ganze Reihe von Vorversuchen, die mit verschiedenen Sub- 
stanzen wie Agar, Gelatine, einigen Eiwei8kérpern und anorganischen 
Kolloiden (Kieselsaure) ausgefiihrt wurden, ergaben, daB gerade Gelatine 
sich als das in allen Beziehungen beste und am besten fiir die gestellte 
Aufgabe geeignete Mittel erweist. Infolgedessen entschloB8 ich mich, 
Gelatine zu verwenden. 


Die Herstellung des oben geschilderten Modellcholesteringels geschah 
folgendermafen: die chemisch reine, feste Gelatine von der Firma E. Merck 
wurde von allen ionisierenden Beimischungen nach der Methode von 
J. Loeb’ in der Modifikation von Fr]. Field® sorgfaltig befreit. Die erhaltene 
Lésung der ,,isoelektrischen“‘ Gelatine wurde auf ihren Elektrolytengehalt 
durch Veraschung gepriift. Eine vollkommen aschenfreie Gelatine gelingt 
es natiirlich niemals zu erhalten; jedoch kam bei den genommenen zehn 
Proben auf etwa 1,56g der trockenen Gelatine durchschnittlich 1,16 mg 
Asche. Dabei zeigten die Reaktionen auf Cl’ und SO," ein negatives Resultat. 
Aus nach solcher Art und Weise hergestellter Gelatine wurde dann die 
3elatinelésung in gewiinschter Konzentration zubereitet. In meinen Ver- 
suchen wurde meist eine 10%ige Gelatinelésung angewandt. 


Um ein Cholesteringel auf Gelatine zu erhalten, wurde zu dem Chcle- 
sterinsol bestimmter Konzentration eine genau gewogene Menge von 
trockener isoelektrischer Gelatine hinzugesetzt, um eine 10 %ige Gelatine- 
konzentration zu erhalten. Darauf wurde die Lésung bei gleichmaiigem 
Riihren im Wasserbad vorsichtig erwairmt, bis zu der Temperatur, bei der 
die Gelatine sich vollkommen léste. Das erhaltene Gemisch verfiigt iiber eine 
sehr groBbe Zahigkeit und verwandelt sich bei der Erstarrung in ein typisches, 
hellgelbes, vollkommen gleichmaéBiges Gel, welches alle Eigenschaften 
eines solchen aufweist. 


Es ist dringend notwendig, auch hier darauf hinzuweisen, dali die 
Herstellung eines solchen Gels genau auf die geschilderte Art und Weise 
ausgefiihrt werden mu, da z. B. bei umgekehrtem Herstellungsgang (bei 
Hinzufiigung von kolloidem Cholesterin zu der gegebenen Gelatinelésung) 
die Mischung vollkommen unbrauchbar ist. 


Um die erhaltenen Gele zu priifen, wurden ultramikroskopisch 1-, 2-, 
3- und 5%ige Cholesteringele auf Gelatine untersucht. Das beobachtete 
Bild weist zweifellos auf einen kérnigen Feinbau dieser Gele hin und er- 
innert an die Micellartheorie von Naegeli. Bei der Untersuchung von 1 °,igen 


1 J. Loeb, Journ. of gener. physiol. 1, 237, 1918/19. 
2 Field, Journ. of the Amer. med. Soc. 48, 667, 1921. 
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Lésungen lieBen sich starkes Flimmern und zeitweise translatorische 
Bewegungen feststellen. Bei héheren (2%igen) Konzentrationen ver- 
schwanden letztere, und es erschienen langsame schwingende Bewegungen 
von relativ groben Teilchen, wahrend bei 3%igen und stérkeren Kon- 
zentrationen alle Bewegungen aufhérten. Das erstarrte Gel zeigte sich 
optisch leer, und nur ein winziger Tyndallkegel ergab eine Heterogenitit. 


Die vorliegende Arbeit ist in ihren weiteren Teilen dem Studium 
der auf diese Art hergestellten und stets nachgepriiften Gele gewidmet. 


Il. Quellungsversuche an Cholesteringel. 


Die Quellungsversuche wurden an den nach dem eben geschilderten 
Verfahren gewonnenen Gelen von Cholesterin angestellt, wobei vorher 
unter denselben Versuchsbedingungen Kontrollversuche tiber die Quel- 
lung von reinem Gelatinegel ohne Cholesterinzusatz angestellt wurden. 


Diese Versuchsserie umfaBte alle Quellungsphanomene unter dem 
Einflu8 von Wasserstoffionenkonzentration, von Calciumionen und 
Nichtelektrolyten (Albumin, Glucose und Harnstoff). Natiirlich wurden 
stets Parallelversuche, das eine Mal mit Cholesteringelen, das andere 
Mal mit reinen Gelatinegelen, ausgefiihrt. 


Bevor ich zu den gewonnenen Ergebnissen tibergehe, méchte ich 
mit einigen Worten die Untersuchungsmethodik beriihren. 


Methodik. 


Zur Untersuchung wurde ein 1%iges, auf 10%iger isoelektrischer 
Gelatine zubereitetes Cholesteringel benutzt. Die heife Lésung des zu- 
bereiteten Gels wurde in eine breite Kristallisationsschale gegossen, so daB 
sich eine diinne, 0,5mm starke Gelschicht bildete; gleich darauf wurde 
die Schale in Schnee gestellt und nach der Erstarrung die gewonnene feste 
Masse vorsichtig, um sie nicht zu zerreiBen, herausgenommen, auf eine 
Glasplatte gelegt und in méglichst gleich grobe Wiirfel geschnitten. Zur 
Quellungsbestimmung wurde die gravimetrische Methode von Hofmeister 
angewandt. Zu den Versuchen wurden nur solche Gelstiickchen genommen, 
deren Gewichtsunterschied nicht mehr als 0,15 g betrug, die im Durch- 
schnitt etwa 1,0 bis 1,10 g wogen. Gewogen wurde immer unter genau 
gleichen Bedingungen, wobei die Gelstiickchen aus der Fliissigkeit ge- 
nommen und vorsichtig mit Filtrierpapier von Schleicher & Schill getrocknet 
wurden. Als Kriterium fiir eine vollkommene ‘lrockenheit diente der 
Moment, wenn die Wiirfel am Papier zu kleben begannen. 

Als Quellungsfliissigkeit dienten verschiedene Puffergemische, die 
auf m/60 verdiinnt wurden; deren pq wurde stets genau elektrometrisch 
nach der* Kompensationsmethode von Poggendorf mit Gasketten von 
Michaelis gepriift. Die Versuche zeigten, daB die Art der verwendeten 
Puffer keinen Einflu8 auf die Quellung ausiibt. Aus diesem Grunde wurden 
alle Versuche mit Glykokoll- und Acetatpuffergeinischen ausgefiihrt, wobei 
die Glasgeréte ausschlieBlich aus Jenaer Glas waren. 

Es wurde noch der EinfluB folgender Substanzen auf die Quellung 
untersucht: 1- bis 10% ige Glucoselésungen; m/10 Lésung von Harnstoff; 
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0,1- und 1%ige Ovalbuminlésungen; 6°%ige Serumalbuminlésungen und 
m/10, m/100 und m/1000 Lésungen von CaCl,. 


Ubersicht. 


Bei der niheren Erérterung der erhaltenen Daten laBt sich auf 
die in Tabelle I enthaltenen Angaben hinweisen. 

Wenn man den Quellungsverlauf von reinem Gelatinegel unter 
dem EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration betrachtet, so kann 
man hier leicht ein scharf ausgepragtes Quellungsminimum bei py = 4,7, 
also im isoelektrischen Punkte der Gelatine feststellen. Dabei ist die 
saure Gelatinequellung bedeutend gréSer als die alkalische. Vergleicht 
man nun den Quellungsverlauf bei reiner Gelatine mit dem bei Chole- 
steringel (Abb. 1), so treten hier zwei Besonderheiten hervor. Bei der 
Cholesterinquellung liegt das Quellungsminimum unabhangig von der 
Cholesterinkonzentration im Gel bei pq = 4,2, fallt also nicht auf den 
isoelektrischen Punkt der reinen Gelatine. Zweitens ist die Quellung 
der Cholesteringele quantitativ eine bedeutend gréBere als mit Gelatine. 
Auch hier ist die alkalische Quellung eine gréBere. Es ist also klar, 
daB das Cholesterin die Gelatinequellung beeinflu8t und begiinstigt. 
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Abb. 1. 
Cholesteringelquellungskurven: 1. 0,1 °/ 9iges Cholesteringel, 2. 1°/,iges und 3. 10 °/9iges 
Cholesteringel. 


Zum SchluB mu8 noch bemerkt werden, daB weniger konzentrierte 
Cholesteringele (in bezug atf ihren Cholesteringehalt) in meinen 
Versuchen eine starkere Quellung zeigten als konzentriertere (vgl. 
Abb. 1 bis 3), eine Tatsache, die nicht verstiéndlich erscheint, da es 
sich erwarten lieBe, daB mit der Abnahme des Cholesteringehalts in 
der Gelatine das Gel sich seinen Eigenschaften nach der reinen Gelatine 
nihert. 
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Der EinfluB von verschiedenen Substanzen auf die Quellung der 
Gele ist in Abb. 2 in Form von Kurven veranschaulicht. Vor allem 
la8t sich daraus ersehen, daB Albumine auf reines Gelatinegel keinen 
EinfluB ausiiben, wahrend Glucose und Harnséure die Quellung der 
Gelatine begiinstigen, wenn auch nur die Saurequellung. Auf die 
Lage der isoelektrischen Punkte der Gelatine tiben sie jedoch keinerlei 
Einflu8 aus. Diese Tatsachen, die ich in meinen Versuchen mit Gelatine 
feststellen konnte, stehen in vollkommener Ubereinstimmung mit den 
Ergebnissen, die seinerzeit schon M. Fischer! beobachten konnte. 
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Abb. 2. 
Gelatinegelquellung: 1. mit Albumin: 2. mit Glucose; 3. mit Harnstoff. 
1° 


Cholesteringelquellung: 1. mit Albumin; 2. mit CaCl,; 3. mit Glucose und Harnstoff. 


Wenn man nun die Kurven fiir das Cholesteringel betrachtet, wo 
die Cholesteringelquellung unter genau denselben Bedingungen verlief, 
so mu8 man vor allem darauf hinweisen, daB hier alle die oben er- 
wahnten Substanzen einen ausgesprochenen EinfluB8 ausiiben. 

Die Albumine beeinflussen die Gelquellung, so daB das Quellungs- 
minimum ein Plateau bildet, das zwischen py = 4,5 bis 5,5 liegt. Wenn 
man aus diesen beiden py-Werten die Durchschnittszahl nimmt, so 
befindet sich das Quellungsminimum etwa bei pq = 5,0. Dabei ist 
bei unverinderter alkalischer Quellung die Saurequellung stark ge- 
hemmt, herabgesetzt. 

Aus diesen Angaben folgt also, daB Albumine, sowohl Ovo- als 
auch Serumproteine, den QuellungsprozeB von Cholesteringelen , 
hemmen. 

Im Gegensatz zu den Proteinen beférdern andere Substanzen, 
wie Harnstoff und Glucose, durchaus die Cholesteringelquellung, wobei 
diese Erscheinung besonders auf der alkalischen Seite ausgepragt ist. 


Fischer, diese Zeitschr. 66, 259, 1914. 
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Harnstoff zeigt dabei im Vergleich zu der Glucose einen viel stirkeren 
Effekt. 

Diese Wirkung von Nichtelektrolyten auf die Cholesteringel- 
quellung erscheint auf den ersten Blick recht iiberraschend, denn es 
wire hier natiirlicher, einen hemmenden EinfluB, eine entwissernde 
Wirkung von Kohlenhydraten zu erwarten. 

Allerdings sind mir aus der Literatur einige Untersuchungen 
(Schryver!, Traube-Kéhler*) bekannt, nach denen es den genannten 
Autoren gelang, bei reinen Gelatinegelen und Cholatgelen eine Be- 
schleunigung der Gelbildung und die Begiinstigung der Gelquellung 
durch einige Nichtelektrolyte nachzuweisen. 

Zum Schlu8 méchte ich noch auf die Versuche tiber die CaCl,- 
Wirkung eingehen. Hier kann man feststellen, daB geringe CaCl,- 
Konzentrationen fast keinen merklichen Einflu8 auf die Quellung von 
Cholesteringelen aufweisen. Doch begiinstigen die Konzentrationen, 
von m/10 ab und héher, deutlich die alkalische Gelquellung. Es 
1aBt sich hier wohl annehmen, daB diese CaCl,-Wirkung nicht den 
Ca’-Ionen zuzuschreiben, sondern auf die durch eine CaCl,-Hydrolyse 
hervorgerufene Veranderung der Wasserstoffionenkonzentration in 
dem Quellungsmedium zuriickzufiihren ist. 

Die Méglichkeit einer solchen CaCl,-Hydrolyse ist wohl denkbar, da 
diese leicht durch die Anwesenheit der Proteinphase (Gelatine) hervor- 
gerufen wird, welche ein weit kleineres Oxydationsvermégen im Vergleich 
zu den Cl’-Ionen, die mit dem Kation verbunden sind, aufweist. Dali dem 
so in Wirklichkeit ist, bestaétigen die Kontrollversuche, die mit den 
neutralen CaCl,-Lésungen unter den gleichen Bedingungen angestellt 
wurden, und die zu den gleichen Ergebnissen fiihrten. 

Wenn man die erhaltenen Daten kurz zusammenfaBt, so kann 
man zu dem Schlu8 kommen, daB das Cholesterin zweifellos die Quellung 
der reinen Gelatine begiinstigt, wobei aber je nach der Konzentrations- 
abnahme des Cholesterins die Quellung statt zu sinken, noch zunimmt. 

Dabei verursacht die Anwesenheit von Cholesterin eine Verschiebung 
der isoelektrischen Punkte von Gelatine nach der sauren Seite hin, so 
daZ das Quellungsminimum bei px == 4,2 zu liegen kommt. Die Wirkung 
der Nichtelektrolyte tritt in einer Begiinstigung der Gelquellung 
hervor. 

Diese Ergebnisse besitzen natiirlich hauptsachlich ein rein 
biologisches Interesse, da sie die Méglichkeit gewahren, bis zu einem 
bestimmten Grade anzunehmen, da8 dieselben Beziehungen auch im 
lebenden Organismus in ahnlicher Weise vorhanden sein kénnen. 
Natiirlich darf man die ausgefiihrten Modellversuche nur mit auBerstem 


1 Schryver, Proc. Roy. Soc. Sev. 89, 176, 1916. 
2 Traube-Kéhler, Intern. Zeitschr. f. physik.-chem. Biol. 2, 42, 1915. 
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Vorbehalt auf die wirklichen Verhiltnisse im Organismus iibertragen. 
Hier sollen infolgedessen auch die Versuche mit biologischen Objekten 
behandelt und dann die Ergebnisse der beiden Versuchsserien mitein- 
ander verglichen werden. , 

Andererseits méchte ich aber im Zusammenhang mit den aus- 
gefiihrten Versuchen noch auf die Cholesteringelquellung vom rein 
kolloid-chemischen Standpunkt eingehen. 

Zuerst kann man feststellen, da diese Versuche einen aus- 
gesprochenen azidoiden Charakter des Cholesterins aufdeckten, obwohl 
seine tibrigen kolloid-chemischen Eigenschaften infolge der Cholesterin- 
teilchenumhillung stark maskiert und unterdriickt werden. AuBerdem 
erschien mir aber von ganz besonderem Interesse (in Anbetracht der 
in der vorliegenden Untersuchung gestellten Aufgabe und der eben 
festgestellten Tatsache), die Bedeutung des sogenannten Quellungs- 
druckes bei der Cholesteringelquellung naher zu behandeln. 

Wie die bekannten Untersuchungen von Freundlich und Posnjak! 
gezeigt haben, spielt der Quellungsdruck bei den Quellungserscheinungen 
eine ahnliche Rolle, wie der osmotische Druck bei allen osmotischen 
Erscheinungen. Doch ist es klar, daB diese Analogie nur eine annahernde 
ist, da im Grunde genommen zwischen dem osmotischen Druck und 
dem Quellungsdruck ein prinzipieller Unterschied besteht; wahrend 
der osmotische Druck infolge einer kinetischen Energie entsteht, tritt 
der Quellungsdruck infolge einer potentiellen Energie auf. 

Doch méchte ich mir auf Grund dieser Analogie erlauben, die 
erhaltenen Quellungserscheinungen von einem sozusagen rein thermo- 
dynamischen Standpunkt aus zu erértern. 

Wie bekannt, ]4Bt sich der osmotische Druck leicht durch folgende 
Forme] darstellen: 

P=8.T .c, 
d.h. daB der Druck P der mojaren Konzentration proportional ist, 
wodurch die kinetische Natur dieser Phinomene klaren Ausdruck findet. 

Beim Quellungsdruck P’ seinerseits lassen sich seine Beziehungen 
zur Konzentration der dispersen Phase c, folgendermaBben angeben: 


P’ — P,.ck; (1) 


0? 
wo P, und k Konstanten sind. 


Wo. Ostwald? nimmt an, da® ein ebensolcher, der Formel (1) folgender 
Quellungsdruck in den im Sol enthaltenen Micellen wirksam ist. Dann 
erweist sich aber der im Sol gemessene osmotische Druck nicht allein als der 
wahre kinetische osmotische Druck, sondern es handelt sich dabei auch 
um eine AuBerung des statischen Quellungsdruckes. Dieser Druck erweist 


1 Freundlich-Posnjak, Kolloidchem. Beih. 3, 445, 1912. 
2 Wo. Ostwald-Miindler, Kolloidzeitschr. 24, 7, 1919. 
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sich also als Summe des kinetischen osmotischen Druckes uad des Quellungs- 
c+ Phe é, (2) 


wo c die molare Konzentration der Micellen im Sol, cg die Konzentration vom 
amorphfesten Stoff in der Micelle ist, berechnet auf die in einer Volumen- 
einheit enthaltenen Micellen. Eine Bestatigung dieser Formel fand Ostwald 
bei geniigend konzentrierten Glucoselésungen. 

Wir wollen uns nochmals der Formel (1) zuwenden und versuchen 
nachzuweisen, dab diese tatsachlich nicht der Ausdruck einer kinetischen, 
sondern einer potentiellen Energie ist. Die Arbeiten von Katz!, Polanyi? u. a. 
bestaétigen durch ihre Messungen von integraler Quellungswarme die oben 
aufgestellte Annahme. 

Allerdings scheint es mir, daB die Natur des Quellungsdruckes, die auf 
einer potentiellen Energie beruht, auch auf folgendem Wege leicht und 
klar nachgewiesen werden kann. 

Differenzieren wir die Formel (1): 


druckes: P <- 


x 


P = P, : ck 
oder 
dP dey 
ae em 3) 
P’ C9 ( / 


Die erhaltene Differentialgleichung (3) zeigt, daB das Verhiltnis 
der relativen Anderung des Quellungsdruckes zur relativen Anderung 
der Konzentration konstant ist; daB die Micellen des Gels also nicht 
unabhangig voneinander sind, wobei die Abhangigkeit des Quellungs- 
druckes von der Micellenkonzentration bei gréBeren und kleineren 
Flissigkeitsgehalten unverandert bleibt. Sucht man aber alle angefiihrten 
Erwagungen auf die von mir erhaltenen Ergebnisse zu iibertragen, 
so dringt sich einem der Gedanke an die Méglichkeit eines Uber- 
ganges der chemischen Energie des Systems zu den Phanomenen, die 
als Adsorption bekannt sind, auf. Diese Annahme bleibt auch dann 
bestehen, wenn man eine Analogie zu den Umwandlungen der che- 
mischen Energie durch osmotischen Druck in eine mechanische durch- 
zufiihren sucht. 

Ich méchte nun versuchen, durch rein thermodynamische Uber- 
legungen nachzuweisen, ob eine solche Méglichkeit tatsachlich in meinen 
Versuchen vorhanden ist, und ob sie itiberhaupt eine bestimmte Existenz- 
berechtigung besitzt. 

Polanyi (l.c.) hat seinerzeit die Gibbssche Adsorptionsformel auf 
die Gelquellung angewandt. Dabei kann man folgende Beziehungen 


zwischen dem Quellungsdruck P’ und der Konzentration ¢ der Lésung, 
mit der das Gel im a steht, feststellen : 


rd iP\ /j dc) 
(Ge) (Fe) = (Ge) (zw) (4) 


wo P der osmotische Druck, V,V’ die Volumen der Lésung und des Gels sind. 


1 Katz, Kolloidzeitschr. 9, 62, 1917. 
2 Polanyi, Zeitschr. f. physik. Chem. 88, 627, 1914. 
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Nun 146t sich aber die grundlegende Formel von Gibbs ableiten von 
der bekannten Gleichung 
do dP 


d Vo ~ de 





(5) 


Diese Gleichung zeigt, dab, wenn sich die Oberflachenspannung ¢ mit 

dem Volumen Vo, d.h. mit der Konzentration c andert, sich auch der 

Oberflachengré68e @ entsprechend der osmotische Druck P andern mub. 

Wenn wir diese Gleichung (5) als Funktion von c¢ entwickeln wollen, 

um zu erkennen, in welcher Art sich o mit Vy aéndern mu6, damit eine 

entsprechende Anderung der Oberflichenkonzentration eintritt, so erhalten 
wir folgende Differentialquotienten : 

da\ sde\ dP dc) 

(s-) d V) - | de } i }: 


Fiir die Konzentration c aber laBt sich folgende Gleichung bilden: 


(6) 


wenn man ” Mole gelést hat und a der auf die Oberflaicheneinheit berech- 
nete UberschuB an gelésten Stoffen ist. Dann kann man durch eine Um- 
wandlung der Gleichung (6) zu folgendem Ausdruck kommen: 


d c n aw 
(iF) =~ 
oder 
jde a 
( da | Pe V ; 


Setzt man diese beiden Gleichungen in den Ausdruck (6) ein, so erhalt man die 
bekannte Formel, die die Adsorption mathematisch ausdriickt : 


dao\ (de = 
e-(5-) (ap): (7) 


Wenden wir uns nun wieder unserem Falle zu. Fiir das Gel kann man 
annehmen, da die Gesetze von van 't Hoff iiber die verdiinnten Lésungen 
giltig sind; dann kann man die Formel (4), die von Polanyi angegeben ist, 
folgendermaBen umwandeln: 

dP 

de 
Wenn man jetzt, ausgehend von dem oben Gesagten, von der Gleichung (6) 
einen analogen Ausdruck fiir die Konzentration c ableitet, so ergibt sich 
folgende Gleichung: 


_ fh 2 (8) 


c ; . (9) 


Bei einer Gegeniiberstellung dieser Gleichungen und der Formeln mit 
denen, die fiir die Adsorption erhalten wurden, laBt sich leicht aus den 
Gleichungen (6), (8), (9) ableiten, daB 


d P’ 
a = ee ( *- ), (10) 





d.h. also, daB der Quellungsdruck parallel der Konzentration des geldsten 
Stoffes wdchst; ein positiv adsorbierter Stoff begiinstigt die Quellung, 
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wahrend ein negativ adsorbierter Stoff sie beeintrachtigt, denn ist a 
positiv, so wird der geléste Stoff positiv adsorbiert, staérker als die Molekiile 


, 


des Lésungsmittels, und so ist auch positiv. 


de 

Die von mir in der vorliegenden Untersuchung erhaltenen Resultate 
sprechen fiir die eben dargelegten Uberlegungen. Nur im Falle von 
Versuchen mit Nichtelektrolyten sind die Verhaltnisse etwas kom- 
plizierter; denn dabei sind nicht alle Bedingungen, die den eben ab- 
geleiteten Gleichungen entsprechen, erfillt. Hier fehlt die Quellung 
bei der Lésung bei genauen Gleichgewichtsbedingungen, denn die 
peptisierende und hydratisierende Wirkung der angewandten und in 
der Lésung vorhandenen Substanzen findet zweifellos statt (vgl. 
Remesow'). 


Andererseits mu8 man alle oben erwahnten Ausfiihrungen in bezug 
auf meine Versuche nicht als eine bestimmte Feststellung der Be- 
ziehungen zwischen der Gelatinequellung und der Adsorption von 
Cholesterin auf derselben betrachten, denn man muB dabei im Auge 
behalten, daB das Cholesterin in seinem reinen molekular-dispersen 
Zustande kapillar-inaktiv ist, sondern vom Standpunkt einer Erklarung 
des vorhandenen Zusammenhangs zwischen der Quellung von Cholesterin- 
gelen (d. h. von einem Gel, das aus Cholesterinmicellen besteht) und 
der Adsorption an denselben von Lésungsmittel und geléstem Stoff. 
Es ist also besser, hier das System in seiner Gesamtheit zu betrachten, 
welche durch die Anwesenheit von Cholesterin charakterisiert wird. 


Ill. Quellungsversuche an biologischen Modellen. 


Diese Versuche wurden unter genau denselben Versuchsbedingungen 
wie die in der vorherigen Gruppe ausgefiihrt, nur diente als Quell- 
kérper die Aorta von Kaninchen. Es wurde die Aorta von normalen 
Kaninchen untersucht und die atheromatése Aorta von Kaninchen, 
die wahrend 60 Tagen ununterbrochen mit reinem Cholesterin, in 
Sonnenblumend6l gelést, gefiittert wurden. 


In Abb.3 sind die erhaltenen Daten kurvenmaBig dargestellt. 
Diese Kurven beziehen sich auf den Verlauf der Quellung der normalen 
Kaninchenaorta. Hier kann man vor allem eine auSerordentliche 
Ahnlichkeit dieser Kurven mit denen, die bei den Modellversuchen mit 
Gelatinegelen erhalten wurden, feststellen. Dabei l4Bt sich das 
Quellungsminimum fiir die Aorta in meinen Versuchen bei py = 4,0 
feststellen, wobei nach beiden Seiten hin eine ausgesprochene Quellung 
stattfindet. Ein Zusatz von verschiedenen Substanzen zeigt folgendes: 


1 Remesow, diese Zeitschr. 218, 86, 134, 147, 157, 1930. 
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Proteine und Harnstoff sind vollkommen wirkungslos; Cholesterin- 
sol in beliebigen Konzentrationen ist ebenfalls fast ohne Wirkung auf 
die Aortenquellung ,,in vitro‘‘, verschlechtert vielleicht ein wenig die 
Quellung auf der alkalischen Seite. Glucose dagegen begiinstigt ziem- 
lich stark die alkalische Aortenquellung. Die Ca”-Ionen beeinflussen die 





G03, 


/ 


zunahme ing 
8 


—> Gewichts 
S 
Ss 
= 














Abb. 3. 
Aortaquellung: 1. normale Aorta; 2. Aortaquellung mit Glucose ; 3. mit Cholesterinsol ; 
4. mit Ca‘’-Ionen. 


Quellung der Aorta stark, und zwar stark hemmend. Es ist klar, daB 
hier auBer einer gewissen kolloid-chemischen Wirkung dieser Ionen 
noch eine abtétende Wirkung der Ca -Ionen auf das Gewebe vorhanden 
ist. Die Quellungskurve verlauft ganz atypisch; ein Minimum der 
Quellung 1a4Bt sich nicht feststellen. 


Geht man nun zu den Quellungsversuchen mit pathologischen 
Aorten iiber, so mu$ man hier sofort die Tatsache feststellen, daB 
Aorten mit typisch arteriosklerotischen Veriinderungen itiberhaupt 
nicht quellen. Dies bezieht sich besonders auf die Aortenteile, die 
deutlich atheromatése Verinderungen aufweisen. Es lassen sich also 
mittels dieser Methode, die ich in allen meinen Versuchen in bezug 
auf die Quellungserscheinungen angewandt hatte, keine Messungen an 
den pathologisch verinderten Aorten ausfiihren. 


Jedenfalls sind die angestellten Versuche, die sich mit der Frage 
tiber die Aortenquellung beschaftigten, besonders interessant, wenn 
man sie mit den Modellversuchen, die mit Gelatine und Cholesteringelen 
ausgefiihrt wurden, vergleicht. AuBerdem stellen diese Versuche ein 
gewisses Materia] zum Problem der Permeabilitét von lebenden Ge. 
weben fiir verschiedene Substanzen dar. 
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IV. Diffusionsversuche mit den Gelen von Gelatine und Cholesterin. 


In diesem letzten Teile der vorliegenden Untersuchung wurden 
Versuche angestellt, die bezweckten, einerseits die Permeabilitat von 
Cholesteringelen fiir verschiedene Substanzen zu erforschen und anderer- 
seits den eigentlichen ProzeB der Diffusion solcher Substanzen in 
diesen Gelen zu verfolgen. In allen Fallen wurden dabei immer paralle| 
Kontrollversuche an reiner Gelatine angestellt. 


Methodik. 


Es wurde ein 10° iges Gelatinegel und ein 1°%iges Cholesteringel 
(auf 10° iger Gelatine zubereitet) benutzt. Die heiBen Gellésungen wurden 
in Jenaer Glas-Reagenzgliiser, die vorher genau kalibriert worden waren 
und einen gleichen Querschnitt hatten, ausgegossen, stets bis zu derselben 
Héhe. Darauf wurden die Reagenzgliser in Schnee gesteckt, wo ihr Inhalt 
erstarrte. Auf solche Art wurden gleichwertige, gleich hohe kleine zylinder- 
férmige Gelstiicke erhalten. Von oben wurden jedesmal je 10cem der 
gegebenen Lésung der zu untersuchenden Substanz aufgegossen. Es wurden 
folgende Substanzen in verschiedenen Konzentrationen benutzt: Glucose, 
Ovalbumin, Cholesterinsol, Estersol und CaC],-Lésung. Nach 24 und 
48 Stunden wurde die Diffusionsgelsiule quantitativ schichtenweise aut 
die entsprechende Substanz hin untersucht. Zu diesem Zwecke wurde 
die iibriggebliebene Lésung der Substanz abgegossen, die obere Gelschicht 
vielmals sorgfaltig mit destilliertem Wasser abgespiilt und darauf, dei 
Liingsachse des Reagenzglases entsprechend, mit einem Diamanten ein 
Strich gezogen, worauf das Reagenzglas sich leicht auseinanderbrechen 
lie}, und die Gelsiule, deren Héhe etwa 800 mm betrug, unbeschadigt er- 
halten wurde. Die Diffusionsgelsiule wurde in vier gleiche Scheiben, je 
200 mm dick, geschnitten, jedes Stiick quantitativ auf den Substanzgehalt 
untersucht. Die Zuckerbestimmung wurde nach der Bertrand schen Methode 
ausgefiihrt, die der Ca”-Ionen nach der Waardschen Methode; Cholesterin 
wurde nephelometrisch und auch qualitativ bestimmt. 


Die px-Bestimmungen der Gelséulen nach AbschluB der Diffusion 
wurden stets elektrometrisch ausgefiihrt mittels einer sehr bequemen 
Antimonelektrode nach Schukoff!, welche eine rasche, zuverlassige und 
ungemein bequeme Messung bei Gelen gestattet. 


Ubersicht. 


Die erhaltenen Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle IT an- 
gegeben. Bei einer Erérterung der Daten, die fiir die Cholesteringele 
gewonnen wurden, méchte ich diese mit den Angaben vergleichen, die 
fiir reine Gelatine erhalten wurden. 


Gehen wir zuerst auf die Glucosediffusion ein, so lat sich hier 
folgendes Bild feststellen: Glucose dringt viel rascher und in bedeutend 
gréBerer Menge in das Cholesteringel als in reine Gelatine ein. Wir 
haben hier ein fast ausgesprochen ,,elektives‘‘ Verhalten seitens der 


1 I. Schukoff und G. Awsejewitsch, Zeitschr.f. Elektrochem. 6, 349, 1929. 
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Tabelle II. 





Diffusionsgrad in °/) der Substanz, 
schichtenweise 


Diffundierende Substanz 


1  Sehieht 


1. Cholesteringel. 
Glucose Merck, 10% ige Losung ... 50,7 


‘ x e 4 s. eer 30,9 
+ mt a ‘ ives 31,2 
CaCly, wasserfrei, 1,0 mol. . 7,7 
Ca Clo, > m/10 4,6 
Ca Clo, _ m/100 1,2 
Ca Clg, - m/ 1000 3.9 
Ovalbumin, 0,1% . - 
. 10% . ib a ee Meta 
Cholesterinsol, feindispers, etwa 0.5% . — 
” ” ” wl % . ca 
Estersol, = We — 


10% Glucose + 1% Ovalbumin .. . — 
10% »  +1% Cholesterinsol 


10% a +-0,1% Estersol . : aed 
10% " +1mol. CaCl .... 8.9 
10% a See: See ak 4,0 
10% , +m/l00 OG, .... 1,6 
10% “ + m/1000 CaCl, . . . . 1,9 
2. Gelatinegel, rein. 

Glucose Merck, 10%ige Lésung .. . 40,9 

a * . Z ‘aaa 32.5 

e ia a * sat 30,7 
CaClo, wasserfrei, 1,0 mol... .... 6.9 
CaCly, ‘ m/10 ae 3,7 
CaCh, , MENS o, a, Be 
Ca Clg, “ oe 12,0 


NOS BR ds os ee x we _— 
Cholesterinsol, 1°, 
Estersol, etwa 0.1% . 


10% Glucose + 1% Cholesterinsol j + 
10% , +0,1% Estersol . 
10% sd +1mol. CaCl .... 12,4 


31,4 
31,5 
32,1 
14,4 

6,8 

4,6 
14,8 


26,6 


2. Schicht 3. Schicht 


10,0 
30,4 
21,3 
6,7 
11,8 
4.5 
7.6 


23,3 
13,4 
19,1 


19.8 


4. Schicht 


9,9 
8,1 
11,6 
15,8 
14,1 
11,7 
8,0 


—— De 
> bo OO 
= Da 


— 


17,6 
7,6 
29.9 
15,8 
17,2 
4,2 


12,4 


Glucose in bezug auf Cholesterin. Dabei verliiuft die Glucosediffusion 
quantitativ fast proportional der Glucosekonzentration, d.h. nimmt 
mit steigender Konzentration derselben auch zu. 


Gehen wir nun zu den iibrigen Nichtelektrolyten iiber, so laBt sich 
hier nur die Tatsache feststellen, daB diese Stoffe so gut wie gar nicht 
diffundieren, weder in Gelatine, noch in das Cholesteringel. Im Beisein 
von Glucose dagegen ist das Cholesterinsol imstande, so weit in die Gelatine 
einzudringen, daB ich dasselbe in meinen Versuchen in den obersten 
Schichten der Gelsiule auf mikrochemischem Wege qualitativ ganz 
sicher entdecken konnte. Es handelt sich hier zweifellos um die Tatsache 
einer Begiinstigung der Permeabilitaét der Gelatinegele durch die An- 
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wesenheit von Glucose fiir die hochdispersen Stoffen, wie das kolloide 
Cholesterin. 

Gelangen wir nun zu der Jonendiffusion, und zwar der CaCl,- 
Diffusion, so kann man feststellen, daB zwischen der Diffusion dieser 
Ionen in die Gelatine oder in das Cholesteringel kein besonderer Unter- 
schied vorhanden ist. Die Ca’-Ionen dringen in beiden Fallen gleich 
rasch und in gleicher Quantitét ein. Wurde aber die CaCl,-Lésung 
auf Glucose zubereitet, so anderte sich das Diffusionsbild: Glucose 
hemmt die Ca -Diffusion in Gelatine und begiinstigt umgekehrt die 
Diffusion desselben in Cholesteringel. 

Dieses Verhalten von Glucose erscheint auBerst auffallend und 
gestaltet das ganze Diffusionsbild kompliziert. 

Graham', Bechhold-Ziegler? u.a. fanden, daB Glucose die Per- 
meabilitat von Gelatine gegentiber Elektrolyten und verschiedenen 
anderen Stoffen herabsetzt. Es wire also natiirlich zu erwarten, dab 
in bezug auf das Cholesteringel dieselben Verhaltnisse statthaben. 
Allerdings nimmt Bigwood* auf Grund seiner Versuche iiber die Gelatine- 
permeabilitat bei verschiedenen Konzentrationen von CaCl, an, dai 
eine besondere Rolle dabei die mégliche H-Ionenkonzentrationsinderung 
unter dem hydrolysierenden EinfluB8 des CaCl, im Beisein einer 
Proteinphase spielt. Doch gaben die vorgenommenen py-Messungen 
keinerlei Hinweis zur Erklarung dieser Erscheinungen in meinen Ver- 
suchen. 

Andererseits besteht auch fiir die Annahme, da hier die besonderen 
Eigenschaften eines ,,Micellarsiebs‘‘ die ausschlaggebende Rolle im 
Verhalten des Cholesteringels spielen, gerade in bezug auf Glucose 
kein sicherer Grund, da das Gel gegeniiber allen anderen Substanzen 
(Albumin usw.) in seinem Verhalten keinen Unterschied der Gelatine 
gegeniiber aufweist. Es scheint daher, daB der Mechanismus der beob- 
achteten Erscheinung auf ganz anderen Ursachen beruhen mu. Jeden- 
falls 14Bt sich hier meines Erachtens mit Sicherheit die Tatsache 
feststellen, daB Glucose die Cholesterinpermeabilitét, Elektrolyten und 
auch Nichtelektrolyten gegeniiber, erhéht. Bemerkenswert ist endlich 
die Erscheinung einer eigenartigen rhythmischen Verschiebung der 
diffundierenden Substanzen, die sich darin auBert, daB nicht die oberen 
Schichten des Gels, sondern die mittleren am meisten gesittigt sind. 

Wenn man nun alle angestellten Versuche kurz resiimiert, so 
kann dieses Tatsachenmaterial von dem Standpunkt aus betrachtet 
werden, da es von einer neuen Seite den Zusammenhang und die 


1 Graham, Journ. Amer. Chem. Soc. 40, 1902, 1918. 
2 Bechhold-Ziegler, Zeitschr. f. physik. Chem. 56, 105, 1906. 
3’ Bigwood, C. r. des séanc. de la soc. de biol. 96, 199, 1927. 
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zwischen Cholesterin und Glucose existierenden Beziehungen klart, 
und zwar ausgehend vom Permeabilitétsproblem. Vor allem ist es 
gelungen, an den Modellversuchen zu zeigen, daB die Glucose in ihrer 
Wirkung auf die Gelpermeabilitaét bald als Sensibilisator, bald als 
hemmendes Element hervortritt, so daB sie keineswegs als eine fiir 
physikalisch-chemische Prozesse indifferente Substanz betrachtet 
werden kann. 

Das Studium der Cholesteringele kann ebenfalls als ein Beitrag zur 
Frage iiber den Feinbau der Gele dienen. 

Ich méchte zum SchluB noch auf ein Phinomen hinweisen, das 
vielleicht mehr als die anderen Erklirungen zur Ergriindung des beob- 
achteten eigenartigen Verhaltens der Glucose und des Cholesteringels 

vahrscheinlich ist. ‘ 

Die diffundierende Glucose kann vielleicht in der dispersen Phase 
des Gels léslich sein oder zu einer Peptisierung desselben fiihren (was 
von mir schon friiher nachgewiesen wurde), und kann dann das Netz- 
werk des Gels entlang wandern. Eine Potentialdifferenz zu beiden 
Seiten des Gels kann auch vorhanden sein, und wenn gleichzeitig noch 
eine Potentialdifferenz zwischen dem frei beweglichen und dem ad- 
sorbierten Teile der Fliissigkeit in den Gelporen besteht, so wird eine 
osmotische Strémung der Fliissigkeit durch die Gelmembran einsetzen. 
Wir erhalten also dann nichts anderes als die woh] bekannte Erscheinung 
einer ,,anomalen Osmose‘. 


Wie bekannt, war Loeb! woh] der erste, der diese Phinomene 
entdeckte und zwar gerade bei den durch Gelatine impragnierten Kollo- 
diummembranen, also bei einem eigenartig hergestellten ,,Kollodium- 
gel‘, das auf Gelatine zubereitet worden war. Vollkommen analog 
ist das von mir hergestellte Cholesteringel auf Gelatine zubereitet. 
Wenn es praktisch méglich ware, eine Cholesterin-Gelatinehiilse ahnlich 
der Kollodium-Gelatinehiilse herzustellen, so ware die Frage iiber die 
Existenz solch einer anomalen Osmose auch in meinen Versuchen 
auBerordentlich leicht durch direkte Messung des osmotischen Drucks 
und des Membranpotentials nach Loeb zu entscheiden und zu lésen. 


Zieht man jedenfalls jene ganz besondere Stellung, welche die 
Glucose in allen meinen Versuchen eingenommen hat, in Betracht, 
und vergleicht man die in der vorliegenden Untersuchung erhaltenen 
Angaben damit, so gewinnt diese Annahme eine gewisse Sicherheit 
besonders auch darum, weil dadurch sich alle beobachteten Er- 
scheinungen, die durch Glucose verursacht wurden, am besten erklaren 
lassen. 


1 Loeb, Journ. Gener. Physiol. 2, 563, 1920. 
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Was nun den biologischen Wert der angefiihrten Versuche betrifft, 
so ist derselbe klar, wenn man sich erinnert, da die meisten Membrane, 
die im lebenden Gewebe vorkommen, zu den Gelen gehéren und ihre 
Durchlassigkeit daher hauptsiachlich eine Frage der Diffusions- 
geschwindigkeit durch die Membransubstanz ist. So erscheinen die 
erhaltenen Daten auch fiir das biologische Problem der Durchlassigkeit 
der cholesterinhaltigen Membrane von Bedeutung. 


Zusammenfassung. 


Die angestellten Untersuchungen betrafen drei Fragen: 1. die 
Quellung der auf Gelatine zubereiteten Cholesteringele, 2. die parallelen 
Versuche mit biologischen Modellen (Kaninchenaorten) und 3. das 
Studium der Permeabilitaitserscheinungen dieser Gele fiir eine Reihe 
von Stoffen. Die erhaltenen Ergebnisse resiimierend, kann man die- 
selben durch folgende Siatze ausdriicken: 

1. Es wurde das Verfahren fiir die Zubereitung von Modell-Chole- 
steringelen verschiedener Konzentration auf isoelektrischer Gelatine 
angegeben. 

2. Bei der Quellung von Cholesteringelen liegt das Quellungs- 
minimum bei pu = 4,2 (gegen py = 4,7 fiir reine Gelatine), wobei die 
Quellung bei weniger konzentrierten Gelen besser verliuft. 

3. Glucose begiinstigt die Cholesteringelquellung, besonders auf 
alkalischer Seite; denselben EinfluB zeigt auch Harnstoff. 

4. Mittels mathematischer Uberlegungen wurde auf thermo- 
dynamischem Wege die Formel von Polanyi weiter ausgefiihrt und 
die Bedeutung des Quellungsdruckes in den angestellten Versuchen 
nachgewiesen; es wurde auch dabei auf die Bedeutung der Adsorption 
hingewiesen. 

5. Der Quellungsverlauf bei verschiedenen Wasserstoffionen- 
konzentrationen von biologischen Objekten (Aorta) 148t keinen prin- 
zipiellen Unterschied im Vergleich zu den Modellversuchen feststellen. 
Das Quellungsminimum der normalen Aorta liegt bei pa = 4,0. 

6. Die Untersuchungen itiber die Permeabilitat der Cholesterin- 
gele, auf Grund des Diffusionsvermégens verschiedener Substanzen, 
zeigten die besondere Stellung der Glucose, die einen bestimmten Einflu 
auf die Permeabilitét von Cholesteringelen hervorzurufen imstande 
ist. Es ist offenbar, daB es sich dabei um Phinomene handelt, die der 
anomalen Osmose sehr ahnlich sind. 
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Die Verweildauer radioaktiver Substanzen in den 
Korperfliissigkeiten. 


(Ein Beitrag zur Blutmengenbestimmung.) 
Von 
Walter Kropatscheck. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Géttingen.) 


(Eingegangen am 12. Dezember 1929.) 


Samtliche neueren Blutmengenbestimmungen sind indirekt (1). 
Sie beruhen im Prinzip darauf, daB die Verdiinnung einer genau 
definierten Menge chemischer Substanzen im Blut bestimmt und seine 
Menge aus dem Verteilungsraum errechnet wird. Fiir die Verwend- 
barkeit eines Stoffes sind von Seyderhelm und Lampe folgende For- 
derungen aufgestellt worden (2): 

a) Absolute Unschadlichkeit, 

b) Unveranderlichkeit in der Blutbahn, 


ce) geniigend lange Verweildauer in der Blutbahn, 


~~ 


d) gleichmaBige Durchmischung im Blut, 


e) die Méglichkeit, den Stoff bequem quantitativ nachweisen zu 


~— 


kénnen. 

Da es Substanzen, die sich in gleicher Weise in Blutzellen und 
Plasma verteilen, nicht gibt, so kann man als Verteilungsraum immer 
nur eines der beiden Medien benutzen. Es gibt nur wenige Methoden, 
die die roten Blutkérperchen als Trager des Indikators verwenden. 


Domarus (3) beobachtete das Verhalten toter Blutzellen, die er vor 
der Injektion mit Osmiumséure fixiert und kenntlich gemacht hatte. 
Malassez (4) injizierte einem Kaninchen Hiihnerblut und zahlite dann die 
Hiihnerblutzellen aus. Das wichtigste und verbreitetste Verfahren dieser 
Art aber ist die von Gréhant und Quinquaud inaugurierty und von vielen 
Forschern spater veriierte Kohlenoxydmethode. Man lat eine bestimmte 
Menge Kohlenoxyd inhalieren und untersucht nachher entweder die Sauer- 
stoffdifferenz im Blute (5) oder bestimmt das Kohlenoxyd direkt (6). Die 
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Methode hat den Nachteil, da8 auch von den Muskelzellen Kohlenoxyd 
gespeichert wird (5 bis 10%). 

Wurde der andere Weg eingeschlagen und der Verteilungskoeffizient 
im Blutplasma untersucht, so konnten nur kolloidal geléste Stoffe 
gur Anwendung gelangen, da Kristalloide die Blutbalhn sofort nach 
der Injektion zu verlassen beginnen. Man benutzte aus Griinden der 
leichten Nachweisbarkeit meistens kolloidale Farbstoffe, die man 
gegen einen geeichten Farbkeil kolorimetrierte (7). Auf diese Weise 
bekam man natiirlich nur einen Einblick in die Plasmamenge und 
konnte dann unter Beriicksichtigung des Hamatokritwertes die Gesamt- 
blutmenge ungefahr abschatzen, da das Verhiltnis zwischen Blut- 
kérperchen und Plasma in den einzelnen GefaiBabschnitten nie das- 
selbe ist. 

Radiometrische Methode. 


Es wurde von uns der Versuch gemacht, die Blutmengenbestimmung 
mit kérpereigenem Blut durchzufiihren, dem die radioaktive Substanz 
Thorium B als Indikator zugesetzt war. In Dialyse-Vorversuchen 
hatte sich namlich gezeigt, da& noch nach mehreren Tagen in einer 
mit Gelatine versetzten radioaktiven Lésung die Aktivitat trotz haufig 
erneuerter AuBenfliissigkeit nachzuweisen war, waihrend sie aus kolloid- 
freien Lésungen rasch verschwand. Dies deutete darauf hin, daB zwischen 
Kolloid und radioaktiver Substanz eine (wahrscheinlich adsorptive) 
Bindung statthatte. Spiatere Fallungsversuche (s. Versuch 34b) be- 
wiesen dasselbe. 

Versuchsanordnung. 

Die Versuche wurden an Kaninchen durchgefiihrt, denen je nach 
ihrer GréBe 1 bis 1'/, ccm einer 50% igen Chloralhydratlésung eine halbe 
Stunde vor der Operation subkutan injiziert waren. Wahrend der Operation 
wurden den Tieren, falls sie unruhig waren, kleine Dosen Ather gegeben, 
da dieser von allen Narkoticis den Kreislauf am wenigsten beeinfluBt (Sahli). 

Die Entnahmen erfolgten aus der Carotis, die Injektionen in die 
Jugularvene vermittelst eingebundener Kaniilen. Das Blut wurde 
sofort nach der Entnahme auf Uhrschilchen eingedampft und jenseits 
der Neunstundengrenze auf seine Strahlungsintensitat hin untersucht. 


Methode 1. 


A. (Versuch 14) 17. Januar 1928. 2100 g schweres Kaninchen. Aktivitat 
in n/10 HCl abgelést, mit Natriumcarbonat gegen Phenolphthalein schwach 
iiberneutralisiert. 108° Uhr: Entnahme von 6ccm Blut aus der Carotis, 
Zusatz von 0,01g Na-Citrat. Gemischt mit 6ccm aktivierter Lésung. 
11 Uhr: Injektion des Aktivitaétsblutgemisches in die Jugularis (Akt./ecm: 
65,3). 

B. (Versuch 13) 12. Januar 1928. 3300 g schweres Kaninchen. 
Akt./eem: 46,00. Sonst wie unter A. 
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T abelle. 
A B. 
Akt. ecm Blut Akt./ecm Blut 
Nach je 1 Min. 5,05 Nach 3 Min. 3,215 
6,00 i ~ 2,489 
5,66 oe « 2,360 
5,36 ae 2,000 
4,62 iia © 1,745 
4,62 a 2 1,792 
4.36 /~ ae 1,745 
4,52 a 1,680 
4,38 SS a 1,560 
4,03 6 ae « 1,485 
39 =C«; 1,395 
a 1,330 
49 1,321 
‘ oP 1,290 
-— sae 1,236 


Die Berechnung der Gesamtblutmenge nach 3 Minuten ergibt Werte, 
die mit denen anderer Autoren iibereinstimmen. 
A. 115cem; pro KiJogramm 55 cem, 
Bs See 4s Bow a ae ss 


Es fragte sich nun nach den mit der Methode 1 gefundenen Ergebnissen, 
wie geartet die Bindung war, vermittelst deren die Aktivitaét im Blute 
transportiert wurde. Um die Festigkeit der Bindung zwischen roten Blut - 
kérperchen und Aktivitaét und die hier geltenden quantitativen Beziehungen 
zu prifen, wurde das Verhalten der Aktivitét in einem Medium von roten 
Blutkérperchen und Ringerlésung untersucht. 


Versuch 34a. 10. April 1929. Kaninchen entblutet. Das Blut defibri- 
niert. Dreimal mit Ringerlésung gewaschen und zentrifugiert. Akt. in 
n/10 HCl abgelést, mit Soda neutralisiert. Kontrolle Akt. in '/,cem: 78,5. 

Je '/,cem aktivierte Lésung zu 1 cem gewaschener roter Blutkérperchen 
(1/, voluminése Blutkérperchen, ?/, voluminése Ringerlésung). Das eine Mal 
mit 1 ecem, das andere Mal mit 2ccm Ringerlésung verdiinnt. 





Tabelle. 
+ 1 eem + 2 cem 
Zentrifugiert %9 in 31/6 cem ®/> in 41/, eem 
Akt./eem iibersteigender Akt./eem iibersteigender 
Fliissigkeit Fliissigkeit 
Nach 10 Min. 0,769 2.5 1,06 44 
a Cag 0,818 2.6 0,831 3,5 
a a 1,100 3.5 0,775 3,2 


Die Versuche lehren, da8 in den ersten Minuten eine nahezu voll- 
stiindige Anlagerung der aktiven Substanz an die Blutzellen statthat. 
Uber die Art der Anlagerung werden im nachfolgenden Griinde an- 
gegeben, die eine adsorptive Bindung wahrscheinlich machen. Ob 
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mehr ,,rein adsorptive’ oder mehr mit Zellmenbranfunktionen zu- 
sammenhangende Prozesse oder beide — einander iiberlagert — in 
Aktion treten, ist fiir die hier gestellte methodische Aufgabe ohne Be- 
deutung. Die Entscheidung dariiber, wie fest die Anlagerung ist, 
wurde im Tierexperiment angestrebt. 


Methode 2. 

A. (Versuch 35) 19. April 1929. 2700 g schweres Kaninchen. Akt. in 
n/10 HCl abgelést, mit Soda gegen Phenolphthalein schwach iiberneutra- 
lisiert. 10 Uhr: Entnahme von 10ccem Blut. Defibriniert, dreimal aus- 
gewaschen, den Blutkérperchen etwa 15 ccm aktivierte Lésung zugesetzt. 
11 Uhr: Injektion von 10cem des Gemisches. Kontrolle Akt./eem: 103,0. 

B. (Versuch 36) 16. April 1929. 2600 g schweres Kaninchen. Kontrolle 
Akt./cem: 18,8. Sonst wie unter A. 





Tabelle. 
A. B. 
ition tet | #+«*«°+# «©«« «| «Ab loom Me 

Nach 1 Min. 4,62 Nach 1 Min. 0,677 
eae. on 4,14 cS. oe 0,543 
ee 3,23 calak See 0,463 
eet 2,58 ee 0,374 
‘et Jee 2,28 “oer 0,392 
ree 2,09 = wet 0,405 
eee 2,26 

eS a 1,73 

~ BOO ~~ 1,80 

~ O's 1,80 


Die Berechnung der Blutmenge ergibt (unter Zugrundelegung der 
Blutaktivitét nach 2 Minuten): 

A. 249ccem, B. 346 ccm. 

Beidemal sind die Zahlen augenscheinlich viel héher, als der zu 
erwartende Blutmengenwert. Da die Aktivitét in dem injizierten Gemisch 
zwischen Blutkérperchen (15,5 voluminése Einheiten) und tiberstehender 
Flissigkeit (84,5 voluminése Einheiten) im Verhéltnis von 98,4 zu 4,6 
stand, sie also wieder ganz tiberwiegend an die Blutkérperchen gebunden 
war, muB8 man wohl eine sehr rasche Auflésung der Bindung annehmen. 


In den folgenden Versuchen wurde versucht, die Bindung zu 
festigen, indem die Aktivitat in Gegenwart der Blutkérperchen ge- 
fallt wurde. 

Methode 3. 


(Versuch 38) 25. April 1929. 2800g schweres Kaninchen. Akt. in 
n/1000 Bleinitrat gelést. Zusatz von 0,09 NaCl. 10 Uhr: Entnahme von 
10cem Blut. Das Gemisch zweimal mit physiologischer Kochsalzlésung 
zentrifugiert, die tiberstehende Fliissigkeit abpipettiert. Fallung mit 2 eem 
n/15 sekundérem Natriumphosphat. Wieder mit physiologischer Kochsalz- 
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lésung gewaschen. Die Blutkérperchen von der tiberstehenden Fliissigkeit 
befreit und mit 10cem Ringerlésung aufgenommen. 10%° Uhr: Injektion 
von 10cem. Akt./eem: 22,6. 





Tabelle. 
Akt.jcem Blut Akt./eem Blut 
Nach 1 Min. 1,57 Nach 40 Min. 0,423 
ai 2a 1,43 ee 0,365 
> aie 0,958 s . 0,313 
» <0 0,695 150 , 0.320 
20 0.535 





Die Berechnung der Blutmenge nach 2 Minuten ergibt 158 ccm, einen 
Wert, der etwas zu hoch erscheint. 

Die folgenden Versuche wurden in Anlehnung an die bekannte 
Farbstoffmethode unternommen, d.h. es wurde der Verteilungsmodus 
des Radioelements in der Blutfliissigkeit untersucht. Da nun die frei 
geléste Aktivitét sehr rasch in eigenartiger Weise — wie spiiter noch 
besprochen werden soll — aus der geschlossenen Blutbahn verschwindet, 
konnte von Anfang an nur an Experimente mit kolloidal gebundener 
gedacht werden. Als Kolloid wurde in ersten Vorversuchen Gela- 
tine benutzt. 


A. (Versuch 21) 27. Marz 1928. 2000 g schweres Kaninchen. Akt. in 
n/10 HCl gelést, mit Soda schwach tiberneutralisiert. Zusatz von 5 cem 
10°%iger Gelatinelésung (Merck). Injektion von 10cem. Kontrolle: 
Akt./eem: 28,4. 


B. 2500 g schweres Kaninchen. Sonst wie unter A. Kontrolle: 
Akt./cem: 8,65. 





T abelle. 
A. B 
7 Akt. in . Akt. in 
‘yo com Blut 1 eem Blut 

Nach 1 Min. 0,83 Nach 1 Min. 0,43 
ene 0,62 oT 0,29 
Per. be 0,58 a 0,25 
ee ae" 0,53 — Fer 0,21 
a 0,48 i, sa 0,17 
» 2 Std. 0,32 » Ue Std. 0,11 
a 0,23 ae ser 0,10 
ee aa 0,11 


Die gefundenen Werte liegen von Anfang an zu niedrig. 


In einer zweiten Versuchsreihe wurde kérpereigenes Serum als 
Bindemittel zum Transport des Radioelements gewahlt. In Reagens- 
glasversuchen wurde das Verhalten der Aktivitat gegeniiber Fallungs- 
mitteln in Ringerlésung und im Serum beobachtet. In Gegenwart 


13* 
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der Ringerlésung fiel die aktive Substanz zu 97,46°, aus. im Serum 
nur zu 29%. 


(Versuch 34b) 10. April 1929. Kaninchen entblutet. Das Blut wird 
defibriniert. Das Serum abzentrifugiert. 3ccm Serum wird 4/, ccm aktive 
Lésung zugesetzt. Zusatz von 1 cem n/15 sekundérem Natriumphosphat. 
Fallung durch 1 cem n/10 Bleinitrat. Niederschlag abzentrifugiert. Leer- 
versuch mit 3cem Ringerlésung. 











Tabelle. 
Akt.jeem |.,, Akt. in rv, let Bs: ceased 
! 5 “ce ser v 
Hl 2cem Serum Akt./eem Akt. in 51 2 cem Fy 
Nach 10 Min. 10,1 55,6 71 0,357 1,96 2,54 
Sg 9,95 54,7 69 
Wi 8,52 46,2 
Dieser Versuch zeigt einen eigentiimlichen Nebenbefund. Je 


langer das Serum steht, um so weniger Aktivitaét vermag es in Lésung 
zu halten. Eine Auswertung dieses Phinomens liegt auBerhalb des 
Rahmens der Arbeit. Vielleicht verkleinert sich die adsorbierende 
Oberfliche durch die Strahlenwirkung oder das Schwermetallion im 
Sinne einer Denaturierung. 


Fir die Blutmengenbestimmung ist der Aktivititsabfall ohne 
erhebliche Bedeutung, denn die entscheidenden Bestimmungen liegen 
vor den ersten 10 Minuten, ehe der Abfall wesentlich in Erscheinung tritt. 


Im Tierversuch wurde aut folgende Weise vorgegangen: Das Radio- 
element wurde in Blutserum ausgefallt und der Niederschlag abzentrifugiert. 
In Lésung blieb also nur die an Bluteiwei®kérper gekettete Aktivitit. 
Der Zeitraum zwischen dem Zentrifugieren und der Injektion war méglichst 
kurz bemessen. 


Methode 4. 


(Versuch 37) 19. April 1929. 2000g schweres Kaninchen. Akt. in 
n/1000 Bleinitrat gelést, mit 0,09 g NaCl versetzt. 10 Uhr: Entnahme 
von 10 ccm Blut, zentrifugiert, Serum und aktive Lésung gemischt. Mit 
2cem n/15 sekundérem Natriumphosphat gefallt, zentrifugiert. 102° Uhr: 
Injektion von 10cecm. Kontrolle: Akt./eem: 34,6. 





Tabelle. 
Akt. joom Blut pray Blut 
Nach 3 Min. 2,64 Nach 24 Min. 0,427 
a ee 2,06 Pipe lee 0,301 
eee 1,48 | a 0,236 
rag: Gayl 0,781 ~ Se 0,241 


Blutmengenwert nach 3 Minuten gemessen: 131 cem. 
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Bemerkenswert ist das schnelle und progressive Absinken der Aktivitat 
im Blute, das sich in keinem anderen Versuch so ausgeprigt gezeigt hat 
und méglicherweise mit dem zu Versuch 34b besprochenen Effekt oder dex 
spater zu erérternden raschen Zellaufnahme der gréber dispersen Strahlungs- 
trager in Beziehung zu bringen ist. 

Den Farbstoffmethoden gegeniiber hat diese Methode den Vorteil, 
daB sich die Strahlungsintensitaét aus einer kleinen Menge Gesamtblut 
ermitteln 1aBt. 

SchlieBlich fallte ich das Radioelement in Gegenwart von Gesamt- 
blut. Diese Methode ergab die besten Werte. Sie hat ferner den Vorteil, 
daB man die Blutentnahme vor der Injektion auf ein Minimum be- 
grenzen kann. 

Methode 5. 

(Versuch 31) 28. November 1928. 2300 g schweres Kaninchen. Akt. 
in n/1000 Bleinitrat gelést, mit 0,09 g NaCl versetzt. Zusatz von 6 cem 
Citratblut und 0,5cem n/15 Natriumphosphat. Injektion von 8 ccm. 
Kontrolle: Akt./eem: 11,0. 





Tabelle. 
Akt.jecm Blut Akt.jeem Blut 
Nach 2 Min. 0,726 Nach 19 Min. 0,392 
a ae 0,720 on) 0,388 
oY Orne 0,496 aa 0,405 
oY a 0,420 a ae 0,440 
a 0,384 gt ag 0,398 
m . 0,382 — ae 0.390 
oe 0,370 





Blutmenge nach 2 Minuten 121 ccm, nach 3 Minuten 122 cem. Lang- 
samer Abfall im Blute. 


Bei allen Versuchen wurden im Harn’ in der ersten, fiir die Ab- 
lesung wichtigen Zeit keine nennenswerten Mengen des Indikators aus- 
geschieden. Sie erreichten nach 2 Stunden erst den Aktivitaétswert von 
1 bis 2ccm Blut. Im veraschten Dickdarm fand ich nach 18 Stunden 
(Versuch 7) eine Aktivitatsmenge, die etwa 2 ccm Blut entsprach. 

Die Methode hat gegeniiber anderen Methoden manche Vorziige. 

1. Man kann mit ihr sowohl Blutzellen- wie Plasma volumen erfassen, 

2. Die Erfassung der Plasmamenge ist mit ihr eine viel direktere 
als mit der Farbstoffmethode, da der Indikator an die Plasmaeiweil- 
kérper selber gekettet ist und sie also auch auBerhalb der GefiBbahn 
begleitet?. 


* Ein Durchtreten der Eiweiikérper durch die Kapillarwand wird 
von Oehme unter ,,besonderen funktionellen Zustaénden‘t immerhin fiir 
méglich gehalten (siche Oehme: Grundziige der Odempathogenese usw. 
in den Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilkde. 80, 37). 
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3. Der empfindliche Nachweis des Radioelements gestattet kleine 


Entnahmen (bis zu 1, cem). 


4. Man kann infolgedessen beliebig viele Entnahmen machen, 


Die Unschadlichkeit im Tierexperiment lieB sich erweisen. Die 
Tiere erholten sich vollstaéndig und wurden iiber ein halbes Jahr beob- 


achtet. 


Die von uns verwandte Aktivitit hat eine Halbwertszeit von 


10 Stunden, der Organismus steht also nur relativ kurze Zeit unter 


ihrer Einwirkung. 


Die Nachteile der Methode sind die 10 cem-Entnahme am Anfang 


und der zuerst rasche Abfall der Aktivitatskurve im Blute. 


Die Ent- 


nahme im Anfang la8t sich im weiteren Ausbau der Methode noch 
bestimmt verkleinern. Am gréBeren Objekt fillt sie auBerdem weniger 


ins Gewicht. 


oder weniger mit allen anderen. 


Den initialen Abfall im Blute teilt die Methode mehr 


Das Verhalten frei gelést injizierter radioaktiver Substanz im Blute. 


Injiziert man den radioaktiven Indikator ohne kolloidales Binde- 
mittel in die Blutbahn, so ergibt sich in der charakteristischen ersten 


Zeit ein voéllig anderer Befund. 


Der Anfangswert der Entnahmen 


liegt um das Zwei- bis Dreifache tiefer. Ein groBer Teil der Aktivitat 
ist also sofort aus dem Verteilungsraum des Blutes verschwunden. 
In der darauf folgenden Zeit (20 bis 30 Minuten) sinkt die Aktivitat 
langsam weiter ab oder steigt sogar wieder ein wenig an, um nach 
dieser Periode tiber lange Zeit konstant zu bleiben. 
diese Konstanz schon friiher erreicht als in den Blutmengenversuchen. 


Akt./eem: 25,0. 


Beispiele. 
(Versuch 6) 9. bis 10. November 1927. 


Akt. in n/10 HCl gelést, neutralisiert. Injektion von 7 ccm. 
Nach 23 Stunden wurden Gehirn, Leber, Nieren, Blut 


auf ihre Strahlung hin untersucht. 


Tabelle. 


Und zwar wird 


2500 g schweres Kaninchen. 


Kontrolle: 





Akt./eem Blut 


Nach 15 Min. 0 334 
ge Se 0,372 
es 0,376 
gt Ts 0,386 


Nach 105 Min. 
Po. ee 
23 Std. 


Akt./eem Blut 


0,389 
0,373 
0,210 
0,225 





In den Organen | 


Leber . 
Niere . 
Gehirn 


ce 19 Gesamt-Akt. 
37 30,9 
12.5 15,2 
8.5 0,337 


Akt. in lg 


0,835 
1,22 
0,04 
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(Versuch 7) 18./19. November 1927. 3000 g schweres Kaninchen. 
Akt. in n/10 HCl gelést, neutralisiert. Injektion von 7ccm. Kontrolle: 
Akt./cem: 68,5. Nach 18 Stunden Strahlungsbestimmungen in den Organen. 











Tabelle. 
Akt./eem Blut Akt. cem Blut 
Nach 7 Min. 1,2 Nach 110 Min. 1,55 
~~ » eo » 155 1,54 

. —— 1,51 s 18 Std. 1,11 

30 1,54 - 3 1,12 

50 1,48 

In den Organen Gewicht Gesamt-Akt. Akt. in lg 
Leber 70g 15,0 1,5 
Niere 13g 28,6 2,2 
Gehirn . 10g 0.585 0,059 
Muskeln 66¢ 0.635 0.01 
Milz . lg 0,853 0,853 
Herz . 4g 0,555 0,139 
Lunge . er 10g 2,18 0,218 
Dickdarm mit Inhalt l7¢ 2.54 0,15 
Gallenblase . 1,09 - 
Urin . 4 ecm 22.4 0,51 

(Versuch 15) 20. Januar 1928. 2400 g schweres Kaninchen. Akt. in 

n/10 HCl gelést und neutralisiert. Injektion von 10 cem. Kontrolle: 











Akt./ccm: 63,1. Nach 63 Minuten wurde ein Depot von 100 cc: physio- 
logischer Kochsalzlésung im peritonealen Raum angelegt. 
Tabelle. 
Akt. in 1 eem Blut Akt. in 1 cem Blut 
Nach 3 Min. 1,27 Nach 93 Min. 1,055 
ae 1,25 — 1,050 
SS ae 0,937 Ine. « 1,090 
ia 0,982 ae « 1,030 
~~ 1,055 oS a 0,990 
» 63 1,066 + cs ya 1,000 
a 1,000 328 1,020 
Im Urin. 
cem Akt Akt./eem 
Nach 60 Min. 10 11,75 1,175 
— 20 8,35 0,418 
162 , 10 6,96 0,696 
— 7 1,64 0,234 


Bei ¢ 100ccm 0,9%iger NaCl intraperitoneal. 


Nach 15 Minuten ist 


im Blute eine Verdiinnung der Aktivitét um etwa 14/,°%, nachzuweisen. 
30 Minuten nach der Infusion ist der Aktivitétsspiegel der konstanten 
Periode wieder erreicht. 
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Im Urin erscheint in der ersten Zeit am meisten Akt. und Akt./ecm. 
Im ganzen sind im Urin etwa 5% der injizierten Aktivitat nachzuweisen, 
also erheblich mehr als in den Blutmengenversuchen. 


(Versuch 18) 27./28. Januar 1928. 2300g schweres Kaninchen. In- 
jektion von 9,5cem. Kontrolle: Akt./eem: 47,0. 

















Tabelle. 
Akt./cem Blut Akt./eem Blut 
Nach 5 Min. 0,92 Nach 8 Std. 1,16 
0,92 ee 1,22 
“i r Std. 1,12 pe SES ag 1,10 
a ae je | a 1,09 
ee fale 1,18 = ae 1,04 
ee eae 1,15 ei ee 0,832 
Ss 1,13 
Im Urin. 
ecm Akt. Akt./eem 
Nach 2!/, Std. 20 1,63 0,0815 
aE “ 40 2,71 0,0678 
es m 15 0,715 0,0477 


(Versuch 19) 25. Marz 1928. 2100g schweres Kaninchen. Injektion 
von 10cem. Kontrolle: Akt./ecm: 38,6. 











Tabelle. 
Akt./eem Blut Akt./eem Blut 
Nach 3 Min. 1,191 Nach 50 Min. 1,191 
a. Fa 1,090 Poo ae 1,201 
ne 1,077 a a 1,220 
i oe 1,070 S 1,359 
~ 1,191 . Le 1,305 
ee 1,251 oe 1,470 
Im Urin. 
ecm Akt. Akt./eem 
Nach 10 Min. 5 1,02 0,504 
= 4 0,93 0,233 
~ te. 11 1,12 0,102 


In den Versuchen 6 und 7 kommt der erste Abschnitt der konstanten 
Periode gut zur Darstellung. Am nichsten Tage, nach 18 (bzw. 23) 
Stunden, war der Aktivitiats wert allerdings schon deutlich abgesunken. 
Das Verhalten der Aktivitaét in der dazwischen liegenden Zeit wurde 
in Versuch 18 studiert. In diesem Versuch zeigte sich, da der Abfall 
erst nach der 14. Stunde einsetzt. ‘Freilich wird dabei die Zahl der 
Entnahmen und der damit verbundene Blutverlust nicht ohne Be- 
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deutung sein. Das hei®t, die Konstanz erstreckt sich in Wirklichkeit 
vielleicht itiber eine noch lingere Zeit. Dab die Entnahmen, im be- 
sonderen ihre rasche Aufeinanderfolge, jedenfalls nicht ohne Einflub 
auf das Versuchsergebnis sind, ersieht man aus Versuch 15 und 19. 
Hier zeigt die Aktivititskurve infolge der Konzentrationsverschiebungen 
einen viel unruhigeren Verlauf. 

Wie ist nun diese auffallende, langandauernde Konstanz zu deuten ? 
Kine irgendwie bedeutende Verteilung auf Korperfliissigkeiten in freier 
Lésung ist von vornherein auszuschlieBen. Dagegen spricht Versuch 34. 
der gezeigt hatte, wie sehr die Verteilung zwischen Blutzellen und 
Ringerlésung zugunsten der ersteren lag. Eine Aufstapelung in den 
Zellen des reticuloendothelialen Apparats in ausschlaggebender Weise. 
die fiir grob disperse Phasen beobachtet worden ist (Lubarschs ,,Zellen 
des makrophagen Systems‘‘)!, ist’ auch wenig wahrsclieinlich. Die 
Verteilung der radioaktiven Substanz in den Organen ging, wie die 
Bestimmung der Strahlung in den Organaschen gezeigt hatte, keines- 
wegs parallel mit deren Reichtum an Reticuloendothelien (s. Versuch 5 
und 7). Allenfalls schien mir eine derartige Deutung —- Aufarbeiten 
des Radioelements durch Reticulozellen — beim Versuch 37 zulassig, 
wo radioaktive Substanz und Plasmaeiweif durch vorherige Fallung 
beeinflu8t waren und die Strahlung im Blute im Gegensatz zu allen 
anderen Versuchen einen sehr progredienten Abfall zeigte. Am Ende 
des Versuchs war kaum noch ein Zehntel des Anfangswertes nach- 
zuweisen. 

Am leichtesten sind die gefundenen Ergebnisse zu deuten, wenn 
man die lange konstante Periode als ein Adsorptionsgleichgewicht 
auffaBt. Jedenfalls ist die Bindung an Kérpersubstanzen keine sehr 
feste oder gar irreversible. Das ging schon hervor aus der Labilitat 
des Systems gegeniiber Blutentnahmen (s. oben). Aber auch das 
Verhalten der Strahlung in den Blutmengenversuchen, wire dann 
nicht zu erklaren. Die Verteilung zwischen Blutkérperchen und Plasma 
erfolgt so, daB etwa 90°, der Aktivitat den Zellen angelagert werden. 

Die endgiltige Konstanz erfolgt immer erst nach einer gewissen 
Zeit. Aber auch in den ersten Minuten nach der Injektion wird die 
Verteilung der aktiven Substanz in bestimmter konstanter Weise 
individuell geregelt. Das laBt sich erweisen, wenn man die Injektion 
in zwei Halften vornimmt. Es erfolgt dann eine genaue Verdoppelung 
des Blutaktivitaitswertes. Natiirlich mu man die fiir die gleichimabige 
Durchmischung im Blute notwendige Zeit von etwa 2 Minuten ab- 
warten. : 


! ,,Zellen, die in erster Linie grébere, zugrundegehende oder aus den 
Fliissigkeiten ausgefallte Substanzen aufnehmen“ (8). 
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A. (Versuch 40) 27. Mai 1929. 2200 g schweres Kaninchen. Kontrolle: 
Akt./cen: 128. 


B. (Versuch 41). 2100 g schweres Kaninchen. Kontrolle: 65,2. 





Tabelle. 
A B 
Akt. ccm Akt. /eem 
Nach 0 Min. 5eem injiziert 
a 1,35 0,862 
ae ee 5 eem injiziert 
a a a 2,71 1,67 
35 2,34 1,33 
a % 2,1 
a 1,94 1,03 


a 


Aus den mitgeteilten Versuchen, besonders aus Versuch 34, geht 
hervor, daB8 die aktive Substanz nur zu einem minimalen Bruchteil 
echt gelést bleibt, zum iiberwiegenden Teile an geformte Elemente 
(Blutzellen), zum kleinen Teile an geléste Kolloide adsorptiv gebunden 
ist. Es ist daher nicht verwunderlich, daB auch gréBere Wasserzufuhren 
diese Verteilung kaum beeinflussen, sondern nur in der ersten Zeit 
nach der intravenésen Infusion die Blutaktivitaét gemai® der Verweil- 
dauer in der Blutbahn verdiinnen. Der Quotient der Himoglobinwerte 
vor und nach dem ersten Abschnitt der Infusion entsprach in allen 
Fallen dem Quotienten der Strahlungswerte. 

A. (Versuch 25) 21. Mai 1928. 3700 g schweres Kaninchen. Kontrolle: 
Akt./eem: 63,70. 2 Uhr: 1,5cem Chloralhydrat. 24 Uhr: 10cem_ be- 
strahlte Lésung. 3% Uhr: Entnahme 1. 35 Uhr: Beginn der Infusion. 
3°° Uhr: Ende der Infusion, injizierte Menge: 275cem. 3°55 Uhr: Ent- 
nahme 2. Urin durch Dauerkatheter aufgefangen. 





Tabelle. 
Urin 
Akt./ecm Blut Hb - - - 
eem Gesamt-Akt. | Akt.jeem | ecm/Min 
Nach 39 Min. 0,720 12.6 
. ‘ Beginn der Infusion 
eS a -- —— 25 8.85 0,354 1,67 
Re | gure Ende der Infusion 
yy ae 0,650 10,7 40 2.44 0.061 2.67 
2 ee 0,652 11.6 31 1.37 0.065 1,40 
— pa 0,675 12.0 17 1,30 0.0765 1.14 
a a 0,660 11,8 — - -- on 
eae 0,672 11,8 14 1,21 0,087 0,42 
a eg 0,670 11,4 4 0,63 0,157 0.15 
~ ae 0,703 11,2' 8 1,24 0,155 0,27 
i ae Se 0,715 11,0 9 1,53 0171 0,15 
a ad 0,720 5 108 4 0,89 0,223 0,067 
c ese 0,710 11,6 2 0,590 0,295 0,033 
ss 0,713 11,4 -— — — - 
Summe: 154 20,05 
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B. (Versuch 26) 4. April 1928. 2400 g schweres Kaninchen. Kontrolle: 








Akt. /eern 


9,5ccem aktivierte Lésung. 10 Uhr: Entnahme 1. 
Inf. Menge 100 ccm, 


11°5 Uhr: 


: 23,03. 9° Uhr 


: 1,25cem Chloralhydrat subkutan. 


Beginn der Infusion. 


11” Uhr: 


10% Uhr: 
11?° Uhr: Entnahme 2. 


Ent- 





nahme 3. 1127 Uhr: Inf. Menge 200ccm, Entnahme 4. Ende der In- 
fusion. Der Urin wurde durch einen Dauerkatheter aufgefangen. 
Tabelle. 
Urin 
Akt./eem Blut Hb 
cem Gesamt-Akt Akt.jeem | cem/Min 
Nach 30 Min. 0,474 14,0 
ae oe 0,488 -- 
a ee oa Beginn der Infusion 
ee ae 0,384 11,1 
; ae Ende der Infusion 
0,425 11,6 
oa 0,495 13,0 20 3,78 0,189 1,34 
—~ ie 0,452 13,4 21 2,23 0,108 1,40 
aa 0,447 13,2 60 8,88 0,147 4.0 
_— a 0,495 13,4 21 1,22 0,058 1,17 
i re? 0,493 12.8 14 0,955 0,069 0,47 
aa 0,505 12,8 9 0,420 0,030 0,3 
— 2 0,508 13,0 16 1,13 0,071 0,21 
ie ae 0,510 12.6 5 0,445 0,089 0,08 
0,490 12.6 - — 
. ae « 0,455 13,0 19 1,65 0,088 0.14 
Summe: 185 20.71 


C. (Versuch 27.) 2500 g schweres Kaninchen. Kontrolle: 20,6. 24° Uhr: 
1,2cem Chloralhydrat. 3°%* Uhr: 10ccm bestrahlte Lésung. 4 Uhr: Ent- 
nahme 1. 4°° Uhr: Entnahme 2. 4°° Uhr: Beginn der Infusion. 4 Uhr: 
Inf. Menge: 130 cem, Entnahme 3. 4°° Uhr: Inf. Menge: 260 ccm, Ent- 
nahme 4. Ende der Infusion. 





Tabelle. 
Urin 
Akt./cem Blut Hb - 
ecm Gesamt-Akt Akt./cem eccm/Min 
Nach 25 Min. 0,340 13,4 
Se ae 0,370 13,8 
a dae Beginn der Infusion 
Ss wae 0,317 11,9 
» 80 Ende der Infusion 
0,436 12.8 38 1,75 0,046 — 
oi a 0,425 13,8 17 1,73 0,103 1,14 
ie; pas 0,398 13,8 10 0,298 0,03 0,67 
See 0,400 12.6 16 0,198 0,012 1,07 
— oe 0,390 12,8 36 0,303 0,009 1,20 
ee 0,403 13,0 32 3.98 0,124 1,07 
“| eee 0,359 13,2 30 1,49 0,049 0,4 
a i 0,497 13,2 — — - — 
Summe: 179 19,14 
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D. (Versuch 28) 22. April 1928. 2400 g schweres Kaninchen. Kontrolle: 
34,4. 2° Uhr: 1,2cem Chloralhydrat. 3*° Uhr: 10 ccm bestrahlte Lésung. 
4 Uhr: Entnahme 1. 4%° Uhr: Entnahme 2. 441 Uhr: Beginn der Infusion. 
47 Uhr: Inf. Menge: 130 ccm, Entnahme 3. 4° Uhr: Inf. Menge: 
260 cem, Entnahme 4. Ende der Infusion. 





Tabelle. 
Urin 
‘ | Akt./eem Blut Hb. |— + ——_—______— 
eem Gesamt-Akt.| Akt./eem  cem Min. 

Nach 30 Min. 0,751 11,6 

we laine 0,695 11,6 

em ers Beginn der Infusion 

a 0,511 9,0 15 4,7 0,31 = 

oa Ende der Infusion 

0,510 93 -- ~ — 

a 0,567 10,2 12 2,88 0,24 0,52 

oe 0,663 10.8 37 2,18 0,059 2.47 

. ee 0,660 10,7 30 1,61 0,054 2,0 

Me. te 0,663 10,2 25 1,06 0,042 1,66 

jae 0,650 10,2 , 50 1,67 0,033 1,66 

oo 0,652 10,6 40 1,66 0,041 1,33 

iS wae 0,615 10,3 42 2,09 0,059 6,7 

ae ae 0,602 10,4 15 2,6 0,173 0,25 

Summe: 266 20,45 


Die Ausscheidung durch die Nieren erfolgte in den Versuchen 15, 
18 und 19 so, daB die spezifische Aktivitat (Akt./ecm) in der ersten 
Urinportion ihren héchsten Wert erreichte. Die spiteren Urinentnahmen 
zeigen dann mit einer Ausnahme (Versuch 15) immer schwiichere 


Strahlung. 


In den Infusionsversuchen sank natiirlich die Aktivitét zur Zeit 
der vermehrten Fliissigkeitsausscheidung betrachtlich ab, d.h. die 
Werte unter ,,Akt./eem‘ verhalten sich gerade umgekehrt wie die 
unter ,,cem/Min.“. 


Nur das Tier im Versuch 26 verhielt sich wesentlich anders. Zur Zeit 
der gréBten Fliissigkeitsausscheidung, nach 123 Minuten, schied es auch 
am meisten Aktivitét aus. Auch die weitere Aktivitétsausscheidung verlief 
keineswegs in der oben angedeuteten Weise. Die Gesamtausscheidung 
betrug in diesem Falle beinahe 10% der injizierten Aktivitat. 


In der Periode des Adsorptionsglei¢hgewichts mu8 die diffusible 
aktive Substanz — an geléstes Kolloid gebundene und echt geléste — 
im Gleichgewicht sein einerseits mit den im Blute suspendierten ge- 
formten Elementen, also hauptsichlich Erythrozyten, andererseits 
den fixen Gewebselementen. Zur weiteren Klarung kénnen Versuche 
dienen, bei denen in vitro durch Begleitsubstanzen, Reaktions- 
verschiebung usw. das Adsorptionsgleichgewicht zwischen Blut- 
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kérperchen und Plasma verschoben wiirde, an die sich dann ent- 
sprechende Versuche in vivo anzuschlieBen hitten. Weiter waren 
durch Versuche mit iiberlebenden, in Plasma suspendierten Gewebs- 
schnitten oder Zellsuspensionen und mit Durchspiilung tiberlebender 
Organe Einblicke in die adsorptive Verteilung und die Mengenverhilt- 
nisse der freien Gewebsfliissigkeit zu gewinnen. 

Jedenfalls ist die Methode geeignet, iiber die Fragen der Adsorption 
in den Geweben, ihre Beeinflussung und zeitlichen Verlauf Ergebnisse 
zu zeitigen, eventuell dann auch iiber die Fragen des mit dem Blute 
in Diffusionsaustausch stehenden Léisungsraumes Klarung zu bringen. 
Es ist schon nach unseren bisherigen Befunden zu erwarten, da8 sich 
jede erheblichere Veranderung im adsorbierenden Verhalten der oder 
eines nicht zu kleinen Teiles der Gewebe in der Aktivitaét des Blutes 
ausdriicken mu, das offenbar waihrend lingerer Zeit mit der gesamten 
im Kérper vorhandenen strahlenden Substanz im Verteilungsgleich- 
gewicht steht. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft aus- 
gefiihrt. 


Herrn Professor Ehrenberg bin ich fiir die Anregung und dauernde 
Beratung der Arbeit zu Dank verpflichtet. 
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I. Einleitung. 


Es findet sich in der Literatur tiber die Bedeutung und die Aufgaben 
der Lymphocyten in der Darmwand, besonders der Darmfollikeln, eine 
ganze Reihe von Mitteilungen. Die Mehrzahl der Verfasser behauptet 
aber, daB es sich hier um eine Art Schutzapparat gegen pathogene 
Bakterien handele, wieder andere, daB es die Follikeln sind, die die 
Lymphocyten ins Blut eintreten lassen. 
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Diese Erklarungen kénnen aber nicht geniigen, wenn man sich den 
anatomischen Bau und die Verbreitung der Follikeln vergegenwiartigt. 
Tatsachlich werden die Darmfollikeln z. B. bei Darmtyphus, Dysenterie, 
Cholera, Tuberkulose, Darmkatarrh usw. zuerst und am merklichsten 
affiziert. Falls die Darmfollikeln, wie behauptet wird, als Schutzapparate 
gegen das Eindringen der Bakterien dienen sollten, so wiirden sie ja 
statt an dieser verdauenden Darmwand viel wirksamer und sicherer 
weiter innen stehen. Was sie nun selbst auf diese Gefahr hin an die Darm- 
wand lediglich hinter eine Reihe von Epithelzellen stellt, muB von 
groBer Bedeutung sein. Obgleich die Tatsache der Phagocytose oder 
der ansaugenden Tatigkeit der Lymphocyten in den Darmfollikeln an- 
erkannt bleiben muS, so mu8 man wohl angesichts der ungeheuren 
Zahl der stromweise ausflieBenden und durchwandernden Lymphocyten 
auf den Gedanken kommen, da8 hier im Zusammenhang mit der Durch- 
wanderung derselben in dem Darm noch etwas Bedeutungsvolleres 
vor sich geht. Aus der Tatsache, daB die Darmfollikeln vollkommen 
den pathogenen Bakterien ausgesetzt und schutzlos unter dem Epithel 
liegen, ist zweifellos auf eine gréBere Bedeutung und wichtigere Auf- 
gabe derselben als die bloBe Ubersendung der Lymphocyten ins Blut 
zu schlieBen; dies aber ganz besonders dann, wenn man die Dinge ver- 
gleichend-anatomisch betrachtet, denn da zeigt es sich, daB sowohl bei 
den Saugetieren als auch bei den Végeln, Reptilien, Amphibien und 
sogar bei den Fischen ausnahmslos diese lymphatischen Einrichtungen 
an der Darmwand vorhanden sind, obgleich bei einigen dieser Tiere die 
anderen lymphatischen Einrichtungen fehlen. Uberdies findet man sie 
auch bei solchen Tieren, die keine Schutzeinrichtungen gegen Bakterien 
nétig haben. 


Man hat aus allen diesen Erwaigungen neuerdings diesem Problem 
groBe Aufmerksamkeit zugewendet. Es waren unter anderen insbesondere 
Banting und dann Nagayo (1923), die darauf hingewiesen haben, dab die 
bisherigen Erklarungen ftir die Funktion der Darmfollikeln durchaus 
unbefriedigend sind. 


Noch frither habe ich schon die Vermutung ausgesprochen, dali in 
Anbetracht ihrer Lage an der Wand des Verdauungskanals die Darm- 
follikeln wohl irgendeine Bedeutung fiir die Verdauung haben wiirden. 
Seit April 1922 habe ich in jedem Jahre in der Japanischen Chirurgischen 
Gesellschaft tiber die Fahigkeit der Lymphocyten, die Verdauungskraft 
des Pankreassaftes zu aktivieren, gesprochen und habe im, Jahre 1924 
einen kurzen Abrils iiber meine Untersuchungen in der ,,Tokyo Iji Shinshi** 
veréffentlicht. In weiteren 3 Jahren habe ich noch drei diesbeziigliche 
Berichte in verschiedenen japanischen Zeitschriften veréffentlicht (,,Nihon 
Gekka Gakkai Zasshi‘ 1924; Mitteilungen aus der Medizinischen Fakultat 
der Kaiserlichen Kyushu-Universitaét 1925; ,,Nisshin Igaku“ 1926). 


In den genannten Arbeiten habe ich nur iiber die Aufgaben und die 
Tatigkeit der Lymphocyten berichtet, in der vorliegenden Arbeit 
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méchte ich nun die Ergebnisse meiner bisherigen Untersuchungen auf 
einen groBen Nenner zusammenfassen, und dies ist mir meines Er- 
achtens gliicklich gelungen, nimlich: 


1. durch den Nachweis der Tatsache, daB die Lymphocyten an 
der Darmwand, besonders aus den Darmfollikeln, in groBer Anzahl] in 
den Darmkanal auswandern, und 


2. daB die auswandernden Lymphocyten die Verdauungskraft des 
Pankreassaftes fiir EiweiB, Starke und Fette sehr stark aktivieren 
kénnen. 


Die in den Darmkanal auswandernden Lymphocyten sind aber 
schon vollig ausgebildet und geraten bei der Auswanderung in den 
Darmkanal in Degeneration, und da sie aus diesem Grunde nicht un- 
mittelbar nachweisbar sind, so bleibt nichts anderes iibrig, als sich zu 
ihrem Nachweis der Follikeln oder Lymphdriisen zu bedienen. Ich 
habe meine Versuche mit Leucocyten angestellt, obgleich auch gegen 
deren Verwendung wegen der Behandlung beim Sammeln derselben 
mannigfache Einwendungen méglich sind. Mir scheinen daher die 
durch Verwendung der Follikeln oder Lymphdriisen erhaltenen Resultate 
sicherer zu sein. 


Studien iiber die Aktivierung der Verdauungskraft des Pankreas- 
saftes sind schon seit dem 19. Jahrhundert von vielen Forschern ver- 
éffentlicht worden, und zwar besonders iiber die Aktivierung durch Galle 
und Enterokinase. 

In der Literatur ist meine Theorie iiber die Fihigkeit der Lymphocyten, 
die Verdauungskraft des Pankreassaftes zu aktivieren, so neu und so eigen- 
tiimlich, daB sie sich bisher nur wenig Anerkennung verschaffen konnte. 
Gleichwohl habe ich auch iiber die Aktivierbarkeit des Pankreassaftes 
mehrere Jahre lang Untersuchungen angestellt .und einige wichtige Fest- 
stellungen gemacht, so z. B., daB die Aktivierung des Pankreassaftes durch 
Galle und Enterokinase unvergleichlich gr6éBer ist, als das vorher berichtet 
worden ist, und da®B diese Aktivierung nicht nur eine einfache, sondern 
eine doppelte und dreifache ist. Diese Ergebnisse sind eine Stiitze fiir die 
Richtigkeit meiner nachfolgenden Resultate. Ohyama u. a. haben unter 
Leitung von Nagayo friiher schon iiber die grobe Aktivierungskraft der 
Lymphocyten gegeniiber Pankreassaft fiir die Starke-, Fett- und neuer- 
dings auch EiweiBverdauung berichtet. Satake bestitigte dann meine 
Resultate durch einen eingehenden Bericht tiber die Auswanderung der 
Lymphocyten durch die Darmkanalwand. Ich hoffe sehr, daB weitere 
Nachpriifungen dieser Art meine Untersuchungsergebnisse bestatigen 
werden. 

Studien iiber die Aufgegeén der Lymphocyten und des retikulo-endo- 
thelialen Systems haben zwar neuerdings wachsendes Interesse gefunden, 
doch haben sie leider bisher noch keine nennenswerten Ergebnisse gezeitigt. 
Aschoff hat 1925 die Anschwellung und Hyperamie der Milz bei der Mahlzeit 
erkannt, aber er wuBte diese Erscheinung nicht zu deuten. Wenn sich die 
Ergebnisse meiner Forschungen bestatigen lassen, so werden sie wahr- 
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scheinlich auch in dieses Problem Licht bringen und weiter auch ganz 
allgemein zu den biologisch-chemischen Forschungen auf diesem Cebiet 
wesentlich beitragen kénnen. 


II. Untersuchungen. 


1. Teil: Leucopedesis enterica. 

Die bloBbe Tatsache, daB die Lymphocyten in den Darmkanal aus- 
wandern, hat allerdings schon Stéhr nachgewiesen, man hat aber bisher 
dieser Tatsache keine besondere Bedeutung beigemessen. Ich habe daher 
auch noch nirgends in der Literatur ausfiihrliche Forschungen itiber die 
Leucopedesis enterica finden kénnen. Erst neuerdings haben Banting und 
auch Nagayo ihre Aufmerksamkeit diesem Gegenstand zugewandt, und 
auBerdem haben auch Loeper und Marschal iiber die Auswanderung det 
Lymphocyten in den Magen berichtet. 

Ich habe seit 1921 schon wiederholt Versuche ‘angestellt, um 
zu beweisen, daB sich viele Lymphocyten im Darmkanal, nimlich im 
Darminhalt, befinden, daB diese durch die Darmwand eingewandert sind, 
und ferner, da$ sie in unglaublich groBer Anzahl in’ den Darmkanal 
einwandern. 


a) Die ExistenzderLymphocytenim Inhalt des Darmkanals, 


Die Auswanderung der Lymphocyten in den Darmkanal nachzu- 
weisen, war auBerordentlich schwer, weil diese Auswanderung unver- 
meidlich Degeneration nach sich zieht, und namentlich weil bei der 
Untersuchung des Duodenalsaftes und Duodenalfistelsaftes die De- 
generation durch die Verdauungswirkung des Pankreassaftes, besonders 
durch das Trypsin, auBerordentlich beférdert wird und iiberdies die 
beigemischte Galle das Bild ganz besonders undeutlich macht. Ich 
hielt es daher fiir zweckmaBig, die unmittelbare Einwirkung des 
Pankreassaftes und der Galle auszuschlieBen, indem ich den Darmkanal 
offen lieB. 


a) Die Lymphocyten im Darmsaft einer menschlichen offenen Darmfistel 
und Kotfistel. Der Patient mit nicht infizierter Darmfistel war ein 21 jahriget 
junger Mann, der sich vor 3 Jahren einer Lleusoperation unterzogen hatte und 
dem als erste Hilfe eine Kotfistel am mittleren Teile des Jejunums angelegt 


worden war, der also fiir meine Uniersuchungen sehr geeignet war. Die 
Patientin mit nicht infizierter Kotfistel war 57 Jahre alt und trug die 
Fistel bereits seit 2 Jahren wegen einer aubBeren Verletzung. Wenn sie 


hungerte, sonderte sie einen fast farblosen, durchsichtigen Darmsaft ab. 
Durch Operation erkannte ich spater, dal die Fistel am unteren Teile 
des [leums sab. 


1. Anfertigung der Ausstrichpraparate. Ich habe mir viel Miihe 
gegeben mit der Farbung der von den erwéhnten Patienten gewonnenen 
Darmsiafte. SchlieBlich gelang es mir, mit Hilfe der Oppenheimschen Methode 
befriedigende Praparate herzustellen. Vor der Darmsaftentnahme verbot ich 
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den Kranken, Fleisch zu essen, und unmittelbar vor der Probe reinigte ich die 
Fistel mit reiner Gaze und lieB die Kranken in sitzender Haltung die Nah- 
rung (gew6hnliche Kost oder Brei) einnehmen. Die Darmsafte, die 5, 10 und 
30 Minuten und 1 Stunde nach der Mahizeit abgesondert wurden, strich ich 
auf vollstandig entfettete Deckgliser aus. Nachdem diese getrocknet waren, 
farbte ich. 

Bei diesem Verfahren konnte ich stets, wenn auch in verschiedener 
Ausbeute, Lymphocyten nachweisen. In demselben Gesichtsfeld fand ich 
sie bald gut, bald unvollkommen gefirbt, je nachdem sie degeneriert waren 
oder nicht. Darunter boten die frischen vollkommene Bilder dar, so dal 
ich sie leicht von den im Darm abgesonderten Fermentkugeln oder den 
Bruchstiicken der verdauten Kost unterscheiden konnte. 


2. Die Zahl der Lymphocyten im Darmsaft. Hier ist das 
Zihlen nicht so leicht wie das der Leucocyten im Blute. Nach verschie- 
denen Versuchen zéhlte ich endlich die getarbten Lymphocyten mit dem 
Thomasschen Blutkérperchenzahler, indem ich 0,2%ige Essigsiéiure und 
eine gesiattigte Lésung von Methylenblau in Alkohol im Verhaltnis von 
9:1 mischte und die Lymphocyten 10 Minuten darin belieb. 


Der Darmsaft wurde auf die oben beschriebene Weise gewonnen, und 
es wurde fiir die Zahlung nur solcher Darmsaft benutzt, der vor dem Essen 
und 5, 10und 30 Minuten und | bzw. 2 Stunden nach dem Essen abgesondert 
wurde. Die Tabelle I im Anhang gibt die Zahl der mononuclearen Leuco- 
cyten bzw. Lymphocyten im Darmsaft an. 


Aus der Tabelle I erhellt, da& in beiden Fallen die Zahl der Lympho- 
cyten, die vor dem Essen 345 bzw. 458 betrug, nach dem Essen 
zunahm und eine halbe Stunde spiter den héchsten Wert, nimlich 
3050 bzw. 2840 erreichte. Darauf nahm ihre Zahl im Verlauf weiterer 
Stunden wieder ab. Obgleich ich nicht genau gemessen habe, so er- 
innere ich mich doch recht gut, daB auch die ausgeschiedene Saftmenge 
ungefahr 30 Minuten nach dem Essen am gréSten war. Diese Tatsache 
scheint auf eine gewisse Beziehung zwischen der Durchwanderung der 
Lymphocyten und der Verdauung hinzudeuten. 


3. Morphologische Untersuchung der durechwandernden 
Leucocyten (hauptsachlich Lymphocyten). Da die Lymphocyten 
innerhalb des Darms alsbald der Degeneration verfallen, war es schwierig, 
sie so weit zu farben, daB eine morphologische Untersuchung médglich 
wurde. Unter der Voraussetzung, das die geschwollenen und die mit 
Vakuolenbildung versehenen Lymphocyten als degeneriert anzusehen sind, 
untersuchte ich den Darmsaft, der 10 Minuten nach dem Essen gewonnen 
war. Die Zahl der degenerierten Lymphocyten betrug, wie die Tabelle I 
zeigt, 67,4°,, die der fast vollkommen intakten 31,9°%. AuBerdem bemerkte 
ich einige Leucocyten. In dem Darmsaft aber, der 30 Minuten nach 
dem Essen entnommen worden war, betrug der Prozentsatz der degene- 
rierten nur 35,4°, und der der vollkommen erscheinenden Lymphocyten 
58,7%. Dabei zeigte auch die Zahl der anderen Leucocyten eine 
bedeutende Zunahme. Wenn man in beiden Fallen die degenerierten mit 
den nicht degenerierten Lymphocyten vergleicht, so findet man, dal die 
Lymphocyten schneller und viel lebhafter als sonst in den Darm ein- 
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wandern. Die Tabelle I] im Anhang gibt das morphologische Bild det 
Leucocyten (besonders der Lymphocyten) im Darmsaft. 


B) Die Lymphocyten im Darmsaft, der der ausgeschalteten Darm- 
fistel entnommen wurde. Die oben erwahnten Resultate, dic ich bei 
menschlichen Darmfisteln erhielt, konnte ich an drei Hunden be- 
stitigen, denen ich die Thiery-Vellasche Jejunum- und L[leumfistel 
anlegte und bei denen ich fast zu den gleichen Resultaten kam. Es 
unterliegt danach keinem Zweifel mehr, daB sich Lymphocyten im 
Darme finden und da ihre Héchstzah] mit 800 bis 1000 pro Kubik- 
zentimeter in 30 Minuten nach dem Essen erreicht wird. 


Aus den angefiihrten Untersuchungen geht wohl deutlich hervor, 
dab es sich bei den meisten fiir Leucocyten angesehenen Kérperchen tat - 
saichlich um Lymphocyten, nicht aber um Eiterzellen handelt. Wenige 
leicht jedoch 1éBt sich der Einwurf zuriickweisen, dab die Leucocyten 
Produkte einer Entziindung darstellen kénnten. Um diesem Einwand zu 
begegnen, habe ich weiterhin eine bakteriologische Untersuchung vor- 
genommen. 

Zuerst desinfizierte ich den Fistelteil mehrere Male mit Alkohol und 
wischte ihn mit sterilisierter Gaze ab. Aus dem danach gewonnenen Darm- 
saft fertigte ich Ausstrichpréparate an und stellte Bouillon- und Agar- 
kulturen her. Dabei konnte ich auBer dem Bacterium coli commune keine 
Kiterbakterien erkennen. Weiterhin untersuchte ich den Hundedarmsaft 
unmittelbar. 

Zu diesem Zwecke lieB ich einen Hund ohne Narkose téten. Unmittelbar 
darauf 6ffnete ich den Bauch, schnitt den unteren Teil des lebendig peri- 
staltisch sich bewegenden [leums und einen Teil des sich ebenso bewegenden 
Jejunums der Lange nach auf und stellte Ausstrichpréparate aus dem 
Darmsaft von Stellen her, die in keinem Zusammenhang mit der Blutung 
standen. An diesen Priéparaten suchte ich nach den Lymphocyten und 
Bakterien. Farbung und sonstige Behandlung waren dieselben, wie ich 
sie weiter oben mitgeteilt habe. 

Wie ich das erwartet hatte, konnte ich mit Sicherheit Lymphocyten 
nachweisen und ebenso erkennen, dali es sich dabei nicht um Epithelzellen 
der Darmschleimhaut handelte. Damit ist wohl der Eimwurf, dab die 
Leucocyten Eiterzellen darstellen kénnten, geniigend entkriiftet. Jeden- 
falls konnte ich mich dessen versichern, das in keinem Falle auber dem 
Bacterium coli commune Eiterbakterien vorhanden waren. 


Aus den obigen Untersuchungen diirfte einwandfrei hervorgehen, 
daB im Darme stets eine grofe Anzahl durchwandernder Lymphocyten 
vorhanden ist, und dap weiter deren Durchwanderung in den Darm 30 Mi- 
nuten nach dem Essen am stirksten ist. daB aber unter dem Einflup des 
Darmsaftes diese Lymphocyten sofort in Degeneration verfallen. 


b) Untersuchungen itiber die Durchwanderung der Lymphocyten 
durch die Darmwand. 
Um die bisher erhaltenen Ergebnisse, d.h. die Tatsache, da die 
Lymphocyten die Darmwand passieren, noch weiter zu erharten, war 
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es nétig, die Darmwand durchwandernde Lymphocyten nachzuweisen, 
und ich sagte mir, daB es ganz besonders beweisend sein miisse, wenn 
es gelinge nachzuweisen, daB diese Durchwanderung in der Nahe der 
Follikeln ganz besonders lebhaft vor sich geht. 


Zu weiteren Versuchen lie’ ich drei gesunde Hunde, zwei Katzen, 
zwei Kaninchen und drei Meerschweinchen ohne Narkose téten, schnitt 
die sich noch peristaltisch bewegenden Diinndirme heraus und brachte 
sie in Formalin. Daraus stellte ich dann mikroskopische Dauerpraparate 
her. An diesen Praparaten des Ileams des Hundes und des Jejunums der 
Katze war zu beobachten, daB die Durchwanderung der mononuclearen 
Zellen, insbesondere der Lymphocyten, je naher sie sich dem Follikel be- 
finden, um so lebhafter vor sich geht. Besonders am Follikel ist deutlich 
zu sehen, wie die Lymphocyten denselben durchbrechen und durch die 
Epithele in groBer Zahl nach der Oberfliche der Zotten wandern. Be- 
sonders an einem Teile der Follikeln str6émen sie f6rmlich hindurch, wahrend 
sie an der gegeniiberliegenden Darmwand nur sparlich und nur hier und da 
durchwandern. Diese durchwandernden Lymphocyten sind fast alle intakt, 
woraus zu schlieBen ist, daB diese intakten Lymphocyten, erst wenn sie in 
den Darmkanal gelangt sind, durch Degeneration zerstért werden oder 
schmelzen. 

Nach allem ist es nicht mehr zweifelhaft, daB die Lymphocyten 
durch die Darmwand, und zwar hauptsdchlich und in ihrer iiber- 
wiegenden Mehrzahl aus den Follikeln, in den Darmkanal wandern. 
Die Zahl der taglich in den Darmkanal durchwandernden Lympho- 
cyten ist ungeheuwer. Ich kann nun nicht gut glauben, da diese 
tigliche Durchwanderung zahlloser Lymphocyten ganz ohne Zweck 
sein sollte. 

Diese Ergebnisse habe ich schon 1922 und 1923 in der Japanischen 
Chirurgischen Gesellschaft mitgeteilt. Satake hat nun 1924 unter der 
Leitung von Nagayo eine genaue Nachpriifung meiner Ergebnisse ver- 
offentlicht und festgestellt, daB die Zahl der durchwandernden Lympho- 
cyten je nach dem Teil des Darmkanals und nach der Art der Mahlzeit ganz 
verschieden ist. Bei dem gesunden Meerschweinchen zéhlte er am Diinn- 
darm 25810000 bis 38740000, am Blinddarm 1540000 bis 6850000 und am 
Dickdarm 4040000 bis 6230000 durchwandernde Lymphocyten. Diese 
Durchwanderung betrug, auf die Flache von 1 qem berechnet, am Diinndarm 
220000 bis 290000, am Blinddarm 310000 bis 630000 und am Dickdarm 
50000 bis 76000. 


Auf 24 Stunden berechnet. wiirden also die fortwahrend in den Darm- 
kanal auswandernden Lymphocyten eine ganz bedeutende Zahl darstellen, 
und wenn man sich dazu vorstellt, dab diese Durchwanderung vollstdndig 
automatisch und physikalisch geschieht. und dap sie im Darme fast alle 
sofort in Degeneration geraten, so ist wohl kaum anzunehmen, dap diese 
Lymphocytenabsonderung ganz ohne Bedeutung sein sollte. Vielmehr 
scheinen sie mir durch die Degeneration selbst eine wichtige Funktion 


auszuiiben. 
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4 Abb. 1 


Lymphocyten im Darmsaft aus der ausgeschalteten Jejunalfistel des Menschen (21 jahriger 
Mann). (Nicht entziindlich.) 





Abb. 2 
Lymphocyten im Darmsaft aus der nicht entziindlichen Heumkottistel des Menschen 
(57 jihrige Frau) 
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Abb. 3. 


Lymphocyten im Darmsaft aus der Jejunalfistel des Hundes nach Thiery- Vella. 





Abb. 4. 


Lymphocyten im Darmsaft aus dem lebenden und gesunden Lleum des Hundes. 








Biochem, Studien iiber Lymphocyten in der Darmwand. 215 | 





Abb. 5 


lleum des gesunden und lebenden Hundes, 








Abb. 6 


Jejunum der gesunden und lebenden Katze. 








216 R. Ohno: 











Abb. 7 


lieum des gesunden und lebenden Meerschweinchens. 





Abb. 8. 


Jejunum des gesunden und lebenden Kaninchens, 
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2. Teil: Die Wirkung der Lymphocyten auf die Verdauungskraft des 
Pankreassaftes. 


Nach Erhalt der obigen Ergebnisse habe ich zunachst einmal auf 
eine gewisse verdauende Tatigkeit als die wichtigste Aufgabe der 
unzahligen in den Darmkanal auswandernden Lymphocyten geschlossen, 
und ich sagte mir, daB, wenn diese Durchwanderung der Lymphocyten 
eine gewisse Wirkung auf die Verdauung haben sollte, sich ihre Wirkung 
vor allem an dem Pankreassaft, der in dem Darmkanal als Verdauungs- 
saft die gréBte Rolle spielt, feststellen lassen miiBte. Ich habe daher 
Einzeluntersuchungen tiber die Wirkung der durchwandernden Lympho- 
cyten auf die Eiwei%-, Starke- und Fettverdauung des Pankreassaftes 
angestellt. 

In der Literatur fand ich eine ganze Reihe ahnlicher Untersuchungen, 
von denen aber keine ganz befriedigen kann. Herzen, Schiff, Delezenne u. a. 
haben behauptet, daB die Lymphocyten im weiteren Sinne eine Art von 
EiweiBferment beséBen. Gegen diese Behauptung wandten sich jedoch, 
gestiitzt auf ihre experimentellen Untersuchungen, Hekma, Camus, Grey, 
Bayliss, Starling, Fod, Babkin u. a., so daB also von einer allgemeinen 
Anerkennung der vorgenannten Behauptung nicht die Rede sein kann. 
Bergel, Klotz, Kon, Caro, Resch u. a. suBerten die Ansicht, da8 die Lympho- 
cyten Lipase enthielten und an der Fettverdauung teilnihmen. Dagegen 
aber haben wieder Aschoff, Kamitani, Nishibe u. a. Einwiénde erhoben. 
Weiter meinte Okazaki, dali die Lymphocyten Diastase, und Osato wieder, 
daB sie Amylase enthielten. Diese Untersuchungen befassen sich aber 
alle nur mit den Lymphocyien allein, und nur ganz selten sind darunter 
zusammenfassende Untersuchungen zu finden. Nur Loeper und Marschal 
bemerkten 1922, da8 die Lymphocyten in den Magen wanderten und die 
Pepsinverdauung aktivierten. Niemand aber hat bisher dariiber beriqhtet, 
wie die Lymphocyten in den Magen auswandern, und welche Wirkung sie 
im Darm auf die Verdauungswirkung des Pankreassaftes ausiiben. 

Uber die Wirkung der Lymphocyten auf die Eiweif-, Stirke- 
und Fettverdauung des Pankreassaftes habe ich die folgenden Unter- 
suchungen angestellt. ; 


a) Die Wirkungder Lymphocytenauf die Eiwei8verdauung 
des Pankreassaftes. 


Da die Fahigkeit der Lymphocyten, Eiweif zu verdauen, hinling- 
lich bekannt ist, habe ich in dieser Richtung nicht weiter geforscht, 
sondern mich mit einem Kontrollversuch begniigt. 


Um dann die Wirkung der Lymphocyten auf die EiweiSverdauung 
des Pankreassaftes festzustellen, wandte ich zunichst unmittelbar 
Pankreassaft und LymphdriisenpreBsaft hauptsichlich der Mesenterial- 
lymphdriisen an, weiter den Peyerschen FollikelpreBsaft von den Diinn- 
darmwinden. Ich maB sowohl mit der Fuldrossschen als auch mit 
der Sérensenschen Methode. 


14* 
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Die Priifung mittels der Fuld-Grossschen Methode. 


1. Die Wirkung der Lymphocyten allein auf die Ei- 
weiBverdauung des Pankreassaftes. Ich entnahm den 
Pankreassaft nach der Pawlowschen Methode, wie ich sie in der 
Zeitschrift der Japanischen Chirurgischen Gesellschaft (1924) beschrieben 
habe. Zur Herstellung der Lymphdriisenemulsion benutzte ich den PreB- 
saft der Mesenteriallymphdriisen und des Peyerschen Follikels auf 
den Diinndarmwanden des Hundes und zur Emulgierung physiolo- 
gische Kochsalzlésung. 


Aktivierungsmethode. Ich gab im Reagenzglas zu 1 cem Pankreassaft 
je leem 10% igen, 5%igen und 1,0%igen LymphdriisenpreBsaft und 
lieB das Gemisch 1 bis 2 Stunden im Thermostaten bei 37° C stehen, wobei 
ich von Zeit zu Zeit leicht schiittelte. Zur Kontrolle behandelte ich eine 
Mischung desselben Pankreassaftes mit physiologischer Kochsalzlésung und 
andererseits LymphdriisenpreBsaft mit physiologischer Kochsalzlésung in 
demselben Verhaltnis wie bei dem Hauptversuch. Bei der Feststellung der 
Verdauungskraft sollte nach der von mir modifizierten Fuld-Grossschen 
Methode (vgl. Fukuoka Ikadaigaku Zasshi XV, 2) bei 37°C in 1 Stunde 
die Endreaktion eingetreten sein. 


Wie ich schon friiher festgestellt hatte (vgl. Mitt. d. Med. Fak. d. 
Kaiserl. Kyushu-Universitét 7, 1923), so konnte ich auch hier wiede 
deutlich nachweisen, da8 der zur Kontrolle verwendete Pankreassaft, 
selbst wenn er noch so rein und keimfrei gewonnen wurde, auch ohne be- 
sondere Aktivierung schon Eiwei8 abbauen kann. An der Lymphdriisen- 
emulsion selbst aber konnte ich keine so starke EiweiSverdauung fest - 
stellen, daB ich sie bei dem Hauptversuch hatte in Rechnung stellen miissen. 


Anfangs miBlangen mir alle Versuche, da ich die spiater zu er- 
wihnenden optimalen Aktivierungsverhaltnisse auBer acht gelassen hatte. 
Nach einiger Uberlegung kam ich dann aber doch zu zufriedenstellenden 
Resultaten. Es zeigte sich naimlich, daB die anfingliche Verdauungs- 
kraft des Pankreassaftes fiir Eiwei8 durch Hinzufiigen von 1 ccm 
1 “igen LymphdriisenpreBsaftes von 2853 E. auf 12633 E., durch Hinzu- 
fiigen von 0,5 ccm desselben Saftes jedoch auf 41853 E. stieg. Fiigte 
ich aber gréBere oder kleinere Mengen hinzu, so nahm die Aktivierung 
wieder langsam ab. 


Daraus ergibt sich die Tatsache, daB die Lymphocyten imstande 
sind, das EiweiBabbauvermégen des Pankreassaftes zu aktivieren, doch 
besteht hier zwischen Lymphdrisenprepsaft und Pankreassaft ein 
optimales Mengenverhilinis, das mit der Verdauungskraft des Pankreas- 
saftes selbst steigt und fallt. So ist in meinem hier gegebenen Falle die 
Optimaldosis 0,5 ccm eines 1 %igen LymphdriisenpreBsaftes bei einer 
Aktivitaét des Pankreassaftes von 3853 E. Die Tabelle ITZ im Anhang 
zeigt die Aktivierung der EiweiSverdauung des Pankreassaftes durch 
die Lymphocyten in den Lymphdrisen. 
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Diese Aktivierungsfahigkett ist nicht nur dem Lymphdriisenprefsaft, 
sondern auch dem Prefsaft der ebenso behandelten Darmfollikeln eigen. 
Wahrend bei meinen Kontrollversuchen die Aktivitat des Pankreassaftes 
nur 3782 E. betrug, nahm sie bei sonst gleicher Behandlung durch 
Zusatz von 0,5 ccm 1 %,igen PreBsaftes bedeutend zu, und zwar bis zu 
41797 E. Auch hier nahm die Aktivierung durch Zugabe gréBerer oder 
kleinerer Mengen ab. Ich fand also bei einer Aktivitit des Pankreas- 
saftes von 3782 E. 0,5cem 1% igen PreBsaft als Optimaldosis. Die 
Tabelle IV im Anhang gibt die hier gewonnenen Resultate zahlenmaBig 
wieder. 


Besonders interessant an den Resultaten dieser beiden Versuche 
ist, daB die Aktivierung durch Lymphdriisen- und DarmfollikelpreBsaft 
ziemlich gleich ist. Das heift also, daB durch die Aktivierungsfihigkeit 
der Lymphocyten der Lymphdriisen ebenso wie der der Lymphfollikeln die 
Eiweibverdauungskraft des Pankreassaftes auf das elffache gesteigert 
wird, wobei zwischen der Aktivitdét des Pankreassaftes selbst und der 
Menge der Lymphocyten eine bestimmtes optimales Verhdltnis besteht. 


2. Die Wirkung der Lymphocyten unter Mitwirkung 
der Galle und der Enterokinase auf das EiweiBabbau- 
vermégen des Pankreassaftes. Ich habe bereits friher bei 
Untersuchung der Aktivierungskraft der Galle und Enterokinase auf 
den Pankreassaft durch die Fuld-Grosssche Methode festgestellt, daB 
durch Zusatz von Galle allein zu dem Pankreassaft die Verdauungs- 
kraft des letzteren auf das 150fache, durch Zugabe von Enterokinase 
auf das 400fache, und durch Zusammenwirken von Galle und 
Enterokinase auf das 1360fache gesteigert wurde!. Es ist nun von 
groBer Wichtigkeit, den Einflu8 der Galle, der Enterokinase und 
beider zusammen auf die Wechselbeziehungen zwischen Lympho- 
eyten und Pankreassaft zu untersuchen, d. h. ob nicht die Ver- 
dauungskraft des Pankreassaftes durch Hinzufiigung von Galle und 
Enterokinase zu den Lymphocyten in noch gréBerem MaBe aktiviert 
werden kénnte. 


a) Die Wirkung der Lymphocyten unter Mitwirkung der 
Galle auf das Abbauvermégendes Pankreassaftes. Gewinnung 
der Galle: Ich laparotomierte einen gesunden Hund, holte die Gallen- 
blase heraus und gewann daraus vollig frische Galle. Uber die Gewin- 
nung von Pankreassaft und Lymphocyten habe ich bereits weiter oben 
berichtet. 

Nach meinen friiheren Untersuchungen nimmt die Aktivierung durch 
Galle nach einer gewissen Zeit stark ab. Auberdem fand ich einen auf- 


? Vgl. Fukuoka Ikadaigaku Zasshi XIV, 2 und Mitt. d. Med. Fak. d. 
Kaiser]. Kyushu-Universitaét 7, 1923. 
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fallenden Unterschied in der Wirkung der Galle bei Kérper- und bei Zimmer- 
temperatur'. Deshalb verwendete ich in fiinf Parallelversuchen die Galle 
gleich nach ihrer Gewinnung zur Probe und lieB sie zwecks hinreichender 
Aktivierung 2 Stunden lang im Thermostaten bei 37°C stehen. Bei dem 
friiheren Suchen nach einem optimalen Mengenverhaltnis zwischen Pankreas- 
saft und LymphdriisenpreBsaft zeigte sich der 10°%,ige Lymphdriisen- 
preBsaft fiir den Pankreassaft allein als zu konzentriert. Bei der gleich- 
zeitigen Aktivierung durch Galle oder Enterokinase jedoch war das nicht 
mehr zu befiirchten. Nun glaubte ich, daB der anfangs gleichwertige 
Pankreassaft durch die Galle- und Enterokinaseaktivierung so starke 
Eiwei8verdauungskraft gewinnt, daB 10% iger LymphdriisenpreBsaft am 
geeignetsten zur Aktivierung ware und benutzte daher fiir 1ecm Pankreas- 
saft 0,5cem 10% igen LymphdriisenpreBsaft. 


Die Aktivitét des Pankreassaftes, der zur Kontrolle verwendet 
wurde, betrug 1200 E. Durch Hinzufiigung von 0,5 ccm Galle stieg sie 
auf 64300 E., bei weiterer Zugabe von 0,5 ccm 10 °%igen Lymphdriisen- 
preBsaftes bei sonst gleicher Behandlung auf 256000 E., und wenn an 
Stelle des LymphdriisenpreBsaftes 0,5 ccm 10°, igen FollikelpreBsaftes 
zugesetzt wurden, sogar auf 258000 E. Dies beweist, daB durch Zugabe 
von Lymphocyten die EiweiBverdauungskraft des aktivierten Pankreas- 
saftes um 191200 E. gesteigert wird. Die Tabelle V gibt das zahlen- 
maBige Material zur Erhartung dieser Tatsache. 

3) Die Wirkung der Lymphocyten unter Mitwirkung der 
Enterokinase auf die Eiweifverdauungskraft des Pankreas- 
saftes. Gewinnung der Enterokinase: Ich schabte die Schleimhéute des 


Duodenum und Jejunum eines gesunden Hundes aus, fiigte das Ausge- 
schabte zu dem Pankreassaft hinzu und mazerierte. 


Bei der Aktivierung des Pankreassaftes durch die Enterokinase zeigt 
sich, mehr noch als bei der Galle, ein groBer Unterschied in der Wirkung 
der frischen Enterokinase und der schon 24 Stunden alten. Die Entero- 
kinase wirkt nach Ablauf einer bestimmten Zeit nach der Gewinnung und 
bei einer bestimmten Temperatur am starksten*. Unter hinlanglicher 
Beriicksichtigung friiherer Erfahrungen wiederholte ich den Versuch fiinfmal. 


Bei dem Kontrollversuch, in dem ich die EiweiBverdauungskraft 
von 0,1 g Enterokinase priifte, fand ich dieselbe kaum erkennbar, durch 
Hinzufiigung von 1 ccm Pankreassaft von 1200 E. jedoch ergab sich 
eine Aktivitét von 206000 E., die bei weiterer Zugabe von 0,5 ccm 
10°, igen LymphdriiseripreBsaftes auf 586000 E. stieg. Auch bei 
Anwendung von Follikellymphocyten an Stelle des Lymphdriisen- 
preBsaftes unter gleichen Versuchsbedingungen stieg die Verdauungs- 
kraft auf 588000 E. Es zeigte sich also, daB auch hier durch Zusatz 
von Lymphocyten die Aktivierung des Pankreassaftes bedeutend 


1 Vgl. Mitt. d. Med. Fak. d. Kaiserl. Kyushu-Universitaét 7, 1923. 
2 Vgl. meine Arbeit in der Fukuoka Ikadaigaku Zasshi 15, 3. 
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gesteigert wurde, und zwar stieg die Wirkung von 1 cem mit Entero- 
kinase aktiviertem Pankreassaft um 380000 E. Die Tabelle VI im 
Anhang gibt die zahlenmafigen Belege fiir diese Tatsache. 

Aus den bisher erhaltenen Ergebnissen geht mit Sicherheit hervor, 
dap die Lymphocyten die EiweiBverdauung durch Pankreassaft sehr 
stark aktivieren kénnen. Um diese erstaunlichen Ergebnisse noch einmal 
nachzupriifen, habe ich nun weiterhin mit einer anderen, der Sérensen- 
schen Methode, unter Beriicksichtigung auch anderer Punkte die nach- 
folgenden Versuche angestellt. 


Untersuchungen mittels der Sérensenschen Methode. 


Nach Veréffentlichung meiner Versuche haben Ohyama u. a. nach 
und nach ihre Untersuchungsergebnisse tiber das interessante Problem der 
Aktivierung des Pankreassaftes durch die Lymphocyten. veréffentlicht. 
Beziiglich der Fett- und Starkeverdauung haben ihre Untersuchungs- 
ergebnisse mir recht gegeben, nicht so beziiglich der Eiweiliverdauung. 
Auch nach meinen Erfahrungen ist es ja am schwersten, die letztere nach- 
zuweisen, und unter Beriicksichtigung der von den verschiedenen Ver- 
fassern angewandten Methoden und meiner Erfahrungen mui} ich an- 
nehmen, daB die Divergenz in den Ergebnissen unserer Versuche auf ein 
AuBerachtlassen der giinstigsten Aktivierungsmethode und der optimalen 
Mengenverhaltnisse seitens genannter Verfasser zuriickzufiihren ist. Ich 
habe deshalb noch einmal unter Beriicksichtigung dieser Punkte und 
weiter auch der Wasserstoffionenkonzentration neben der Fuld-Grossschen 
Methode eine weitere Priifung meiner Ergebnisse mit der Sdérensenschen 
Aminoséurenbestimmungsmethode vorgenommen. Die Resultate waren 
nach wie vor dieselben, d.h. ich habe auch mit der Sérensenschen Be- 
stimmungsmethode eine bedeutende Aktivierung der Verdauungskraft 
des Pankreassaftes durch die Lymphocyten festgestellt. Inzwischen haben 
iibrigens auch Ohyama u. a. der Richtigkeit meiner Beobachtung zugestimmt. 

Wegen der giinstigen physikalischen Bedingungen sollte man zur 
Herstellung der Emulsion aus dem Prefsaft immer Kochsalzlésung ver- 
wenden. Andererseits aber brauchte ich zur Feststellung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration auch Pufferlésungen. Ich habe daher tiber zwei ver- 
schiedene Untersuchungsreihen getrennt zu berichten. 


1. Untersuchungen mit den in physiologischer Koch- 
salzlésung gepreBten Lymphdriisen. Im Hauptversuche 
fiigte ich zu 1 com \Pankreassaft 1 cem 5°,igen LymphdriisenpreBsaft 
(in Kochsalzlésung) hinzu. Das Gemisch wurde sanit geschiittelt und, 
wie oben beschrieben, der Aktivierung iiberlassen. Dann wurde eine 
5 %ige Caseinlésung zur Verdauung angesetzt. Zur Kontrolle fiihrte 
ich die folgenden drei Versuche durch: 

a) Untersuchung der Aktivierung und Verdauung wie in der 
Hauptprobe, aber hier durch 1 ccm Pankreassaft und 1 cem physio- 
logische Kochsalzlésung. 

b) Titration des LymphdriisenpreBsaftes fiir sich allein, wobei 
derselbe LymphdrisenpreBsaft benutzt wurde wie bei der Hauptprobe. 
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ce) Titration der fiir die Verdauung verwendeten Caseinlésung fiir 
sich allein. 


Zieht man also von dem Ergebnis des Hauptversuchs die Summe 
dieser drei Kontrollproben ab, so bekommt man ein MaB fiir die Akti- 
vierung des Pankreassaftes durch Hinzufiigung des Lymphdriisen- 
preBsaftes. 


1. Die Wirkung gleichwertiger Mengen von LymphdriisenpreBsaft und 
Pankreassaft aufeinander. Zu den Proben, bei denen ich zu Pankreassaft 
die optimale Menge, LymphdriisenpreBsaft hinzufiigte, wurden zur Amino- 
séurenbestimmung 4,50, 4,30, 4,50ccm n/10 Natronlauge verbraucht. 
Zur Titration von 5ccm 5%iger Caseinlésung sind aber 0,8 bis 0,81 ccm 
nétig. Es mu daher die Menge der zur Bestimmung der wirklichen Pan- 
kreasverdauung notwendigen Natronlauge 3,70, 3,49 bis 3,69 ccm betragen. 
Bei Hinzufiigen von physiologischer Kochsalzlésung allein wurden 1,63, 
1,39 bis 1,60 cem verbraucht und zur Titration von 5 %igem Lymphdriisen- 
preBsaft 0,03cem. Wenn man nun die Summe dieser beiden Kontrollen 
von der wirklichen Pankreasverdauung abzieht, ergeben sich 2,04, 2,07, 
2,06cem Natronlauge, die der Aktivierung des EiweiBabbaues_ ent- 
sprechen. Rechnet man das in Stickstoff um, so ergeben sich 5,712, 5,796, 
5,768 mg, d.h. also, daB die Verdauungskraft von 1ccm Pankreassaft 
durch die Aktivierung mit LymphdriisenpreSsaft um durchschnittlich 
5,769 mg N erhéht worden ist, oder da’ die Aktivierung 229,4°% betragt. 
Die Tabelle VII im Anhang gibt diese Verhaltnisse wieder. 


2. Die Wirkung desselben LymphdriisenpreBsaftes auf Pankreassaft 
verschiedener Aktivitat. Bei friiheren Untersuchungen tiber die Aktivierung 
von Pankreassaft durch denselben LymphdriisenpreBsaft fand ich, dab 
die Aktivierung um so stairker war, je héher die Aktivitét des Pankreas- 
saftes selbst war. Es lag mir deshalb daran, die Ergebnisse bei gleicher 
Behandlung und Aktivierung zu erhalten. 


Wie ich das erwartet hatte, wurde in meinen Versuchen die Wirkung 
des Pankreassaftes, dessen EiweiSabbauvermégen unaktiviert 1,53 bis 
1,58 cem Natronlauge entsprach, durch Zusatz von Lymphdriisensaft um 
durchschnittlich 4,922 mg N_ gesteigert, wahrend die Aktivitét eines 
Pankreassaftes, der im unaktivierten Zustande eine Wirksamkeit ent- 
sprechend 0,38 bis 0,37 ccm Natronlauge entfaltete, durch Hinzufiigen 
desselben LymphdriisenpreBsaftes durchschnittlich nur um 1,736mg N 
erhéht wurde. 


Daraus ergibt sich deutlich, ebenso wie aus meinen friiheren Unter- 
suchungen, da die Aktivierungswirkung desselben Lymphdriisenpre’- 
saftes um so héher steigt, je héher die Aktivitat des Pankreassaftes selbst 
ist. Diese Tatsache ist auSerordentlich wichtig zum Verstaéndnis der 
Aktivierung der Verdauung im menschlichen Darmkanal, in dem der 
Pankreassaft eine auBerordentlich hohe Aktivitaét besitzt, und wird auch 
die spéter noch naéher zu erklirenden optimalen Mengenverhaltnisse ver- 
stindlich machen. Die Tabelle VIII gibt néheren Aufschlu®8 iiber diese 
Verhaltnisse. 


3. Uber die Wirkung desselben LymphdriisenpreBsaftes in verschiedener 
Konzentration auf denselben Pankreassaft. Ich habe iiber diese Verhaltnisse 
betreffend die optimalen Mengenbeziehungen bereits kurz berichtet und 
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werde spéter noch néher darauf zuriickkommen. Hier will ich nur ordnungs- 
gemaS einige Notizen tiber die entsprechenden Versuche wiedergeben. 


Diese Versuche fiihrte ich unter den gleichen Bedingungen bei Akti- 
vierung und Verdauung durch, indem ich zu demselben Pankreassaft 
leem 10-, 5- und 1 %igen LymphdriisenpreSsaft hinzufiigte. 


Bei dem Pankreassaft mit einer Aktivitét von 1,064mg N wurde 
diese durch 10%igen Lymphdriisenprebsaft auf 2,380mg N, d.h. also 
um 1,316mg N, durch 5% igen um 2,212mg N und durch 1% igen nur 
um 0,588 mg N gehoben. 


Bei einem Pankreassaft mit einer Aktivitét von 4,872 mg N lie! sich 
diese durch Hinzufiigen von 10 %igem LymphdriisenpreSsaft auf 8,680 mg N 
erhéhen, stieg also durch die Aktivierung um 3,808mg N; durch Akti- 
vierung mit 5%igem LymphdriisenpreBsaft stieg das Abbauvermégen 
noch weiter, némlich um 5,852mg N; durch 1%igen dagegen nur um 
1,652 mg N. 


Es zeigt sich also deutlich, daB zwar ein Unterschied in der Aktivierung 
des Pankreassaftes verschiedener Aktivitét besteht, dap aber die 
Aktivierungskraft des LymphdriisenpreBsaftes auf ein und denselben 
Pankreassaft von der Konzentration des ersteren abhdngig ist und daB 
hier eine Optimaldosis besteht. Tabellen IX und X geben diese Verhaltnisse 
wieder. 


4. Uber die Wirkung von gealtertem LymphdriisenpreBsajft auf frischen 
Pankreassaft. Der Wirkungsgrad der Fermente ist einmal von deren Frische 
und zum anderen von den Verhaltnissen der Umgebung abhangig. Vor 
allem ist dies bei der Aktivierung des Pankreassaftes der Fall. Wenn man 
zur Aktivierung 12 bis 24 Stunden alten LymphdriisenpreSsaft benutzt, 
so ist der Unterschied in der Aktivierung unglaublich gro}. Diese Tatsache 
will ich hier mit einem Beispiel belegen. 


Die PreSsaifte wurden wie bisher bei allen Versuchen hergestellt. Die 
PreBsafte aus den dem linken Schenkel eines gesunden Hundes entnommenen 
Lymphdriisen wurden 24 Stunden im Eisschrank aufbewahrt ; zum Vergleich 
wurde der PreBsaft aus den Lymphdriisen des rechten Schenkels 1 Stunde 
nach der Entnahme zur Aktivierung angesetzt. Bei sonst gheicher Behand- 
lung zeigte es sich nun, da8 durch Einwirkung von | ccm gealtertem Lymph- 
driisenpreSsaft auf’ lcem Pankreassaft dessen Verdauungskraft um 
0,224mg N erhéht wurde, was einer Aktivierung von 4,7% entspricht. 
Dagegen hob der frische LymphdriisenpreBsaft die Wirkung des Pankreas- 
saftes um 4,956 mg N (104,1°%). Dieser auBerordentlich gro8e Unterschied 
scheint mir sehr bezeichnend und der Beachtung bei weiteren Forschungen 
wohl wert. Vgl. die Tabelle XI. 


2. Untersuchungen mit den in Pufferlésung geprebten 
Lymphdriisen. Bei der hier zur Anwendung gebrachten Sérensenschen 
Methode wurde besonders auf die Wasserstoffionenkonzentration Wert gelegt. 
Bei der Bereitung des PreSsaftes wurde immer 0,85 %ige physiologische 
Kochsalzlésung angewandt, eine besondere Beriicksichtigung der Wasser- 
stoffionenkonzentration war daher nicht einmal nétig; um mir aber meine 
bisherigen Resultate weiter zu sichern, benutzte ich anstatt der physiolo- 
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gischen Kochsalzlésung IJnouesche Pufferlésung, und zwar sowohl zur 
Herstellung des PreBsaftes als der Caseinlésung. 

Auch bei diesen Versuchen konnte ich wieder die aktivierende Wirkung 
der Lymphocyten auf die Verdauungskraft des Pankreassaftes beobachten, 
namlich : 

a) Die Verdauungskraft eines Pankreassaftes entsprach unaktiviert 
2,87 bis 2,84ccm Natronlauge, nach Hinzufiigung des Lymphdriisen- 
preBsaftes aber 4,04 bis 4,05 ccm Natronlauge; sie wurde also um 1,17 bis 
1,11 cem, d. h. um 3,276 bis 3,108 mg N gesteigert. 

b) In einem anderen Falle entsprach der EiweiBabbau 0,63 ccm Natron- 
lauge, nach Hinzufiigung des LymphdriisenpreBsaftes wuchs diese Menge 
um 0,74ccm, was einer Aktivierung um 2,072 mg N entspricht. 


Um ferner festzustellen, ob die bei diesen Untersuchungen gebrauchte 
EiweiBmenge nicht zu gering war, stellte ich weitere Untersuchungen mit 
der doppelten Menge, d.h. 10cem 5°%iger Caseinlésung an. Die Ver- 
dauungskraft des Pankreassaftes stieg durch Hinzufiigung desselben Lymph- 
driisenpreSsaftes von 2,85 bis 2,87 ccm Natronlauge auf 4,38 bis 4,38 ccm, 
also um 1,43 bis 1,41 cem Natronlauge, d.h. um 4,004 bis 3,948 mg N. 
Es ist somit die Menge von 5 ccm Caseinlésung, wie ich sie zu meinen Ver- 
suchen benutzte, nicht so gering, da die Resultate dadurch beeinflubt 
wiirden. Vgl. die Tabellen XII und XIII. 


Zusammenfassende Betrachtungen tiber die Unter- 
suchungen zur Aktivierung der EiweiB8verdauungskraft des 
Pankreassaftes. 


Aus den bisherigen Untersuchungen geht deutlich hervor, dag der 
LymphdriisenpreBsaft das Abbauvermigen des Pankreassaftes gegeniiber 
Eiweif in ganz bedeutendem Mafe zu aktivieren vermag. Bei Bestimmung 
mit der Fuld-Grossschen Methode zeigt es sich, dap der Lymphdriisen- 
prepsaft allein die Aktivitat des Pankreassaftes von 32000 E. auf 256000 E. 
zu steigern vermag, und dap durch weiteren Zusatz von Galle und Entero- 
kinase seine Verdauungskraft von 1200 E. auf 2548000 E. erhéht wird. 
Auch mittels der Sérensenschen Methode konnte ich das groBe Aktivierungs- 
vermoégen des LymphocytenpreBsaftes nachweisen. Es wurde ndmlich die 
Verdauungskraft des Pankreassafies durch den Lymphocytenprepsaft 
allein um 273,3° , gesteigert. Fraglos wiirde man hier auch durch Zusatz 
von Galle und Enterokinase zu denselben hohen Ziffern kommen, wie sie 
durch die Fuld-Crosssche Methode erhalten wurden. 


Der auferordentlich groBe HinfluB, den die Lymphocyten auf die 
EiweiBverdauung im Darme haben, steht somit fest. 


b) Die Wirkung der Lymphocyten auf die Stirkeverdauung 
durch Pankreassaft. 


Uber die Starkeverdauung der Lymphocyten selbst findet man, wie 
in der Einleitung dargelegt, verschiedene Ansichten. Ich tibergehe hier 
diese Frage und beschrinke mich auf Mitteilung meiner Untersuchungen 
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iiber die Aktivierung der Starke abbauenden Fermente des Pankreassaftes 
durch die Lymphocyten. Diese Untersuchungsergebnisse habe ich bereits 
1924 in den Mitteilungen der Japanischen Chirurgischen Gesellschaft 
(japanisch) verdéffentlicht. 


Die Gewinnung des Pankreassaftes und des Lymphdriisenpreisaftes, 
sowie die Aktivierungsmethode waren dieselben wie oben. Zur Aktivitats- 
messung habe ich hier die Wohlgemuthsche Methode gewahlt. 


Der Pankreassaft allein besaB nur 320 Amylase-E. Nach Zusatz 
von 0,5cem 10% igen LymphdriisenpreBsaftes stieg dieses Abbau- 
vermoégen auf 750 E. und mit leem auf 1550 E. Daraus ergibt sich 
die hohe Aktivierungskraft der Lymphocyten auch fiir die Starke- 
verdauung des Pankreassaftes. Vgl. hierzu die Tabelle XIV. 


Ich habe diese Untersuchungen dann unter peinlicher Beriicksichtigung 
der Wasserstoffionenkonzentration und des Salzgehalts wiederholt. 


Zur Feststellung der Wasserstoffionenkonzentration benutzte ich 
Pufferlésungen. Zur Feststellung des Salzgehalts machte ich eine besondere 
Kontrollprobe. Ich erkannte weiter, dai die Aktivierung durch Lymph- 
driisenpreBsaft mit der Aktivitét des Pankreassaftes steigt, weshalb ich 
bemiiht war, durch Steigerung des Abbauvermégens des Pankreassaftes, 
die Aktivierung durch Lymphdriisenprefsaft médglichst zu _ verstarken. 
Ich erhielt dabei nicht nur dieselben Ergebnisse wie friiher, sondern 
stellte eine geradezu erstaunliches Aktivierungsvermégen des Lymph- 
driisenpreBsaftes fest. 


Versuche mit physiologischer Kochsalzlésung. 


Es ist allgemein bekannt, dali Kochsalz und Kochsalzlésung das 
Starkeabbauvermégen des Pankreassaftes erhédhen. Wenn man dem ver- 
dauenden Pankreassaft Kochsalz im Verhaltnis von 0,085% zusetzt, so 
wird einerseits die Wirkung des Ferments gleichmaBiger, andererseits wird 
seine Zerstérung bei der Reaktion durch die physiologische Wirkung des 
Kochsalzes verzégert. Wohlgemuth, Starkenstein, Bang u. a. haben be- 
hauptet, daB es fiir die verschiedenen Amylasen verschiedene Schutzsalze 
gabe. Ich habe das schon friiher bei dem Pankreassafte des Hundes fest- 
gestellt und berichtet. 


Ebenso ist nicht mehr daran zu zweifeln, daB sowohl bei der Amylase 
des Pankreassaftes als auch bei der des Speichels Kochsalz und Kochsalz- 
lésung die gleiche Wirkung besitzen. Matsuda, der unter meiner Leitung 
Untersuchungen mit dem menschlichen Speichel ausgefiihrt hat, hat hier- 
tuber im April 1925 in der Japanischen Chirurgischen Gesellschaft berichtet. 


Die Wirkung der Kochsalzlésung bei der Starkeverdauung besteht, 
wie von einem Teil der Autoren behauptet wird, in einer Verhinderung der 
Zerstérung der Amylase. Von anderen Autoren wird das bestritten. Mir 
lag zundéchst nichts daran, diese Erklarungen einer Untersuchung zu unter- 
werfen, daher habe ich genaue Kontrollversuche durchgeftihit und ver- 
wandte, um eine Zerstérung der Fermente in den Lymphocyten, besonders 
soweit sie zur Aktivierung der Verdauung nétig sind, zu vermeiden, immer 
physiologische Kochsalzlésung. 
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Gewinnung des Pankreassaftes: Ich legte nach meiner verbesserten 
Pawlowschen Methode drei gesunden Hunden eine Pankreasdauerfistel 
an und entnahm den Saft mehr als 2 Wochen nach der Operation. Zu 
den Proben gebrauchte ich nur den am gleichen Tage entnommenen 
Pankreassaft. 


LymphdriisenpreSsaft: In den vorhergehenden Versuchen hatte ich 
die Mesenteriallymphdriisen und den Peyerschen Follikel auf den Diinn- 
darmwanden benutzt, da ich aber in den entsprechenden Versuchen deren 
Aktivierungskraft fast gleich fand, so gebrauchte ich fortan nur noch die 
Mesenteriallymphdriisen. Bei friiheren Versuchen hatte sich gezeigt, dab 
die Aktivierungskraft des 24 Stunden alten PreSsaftes merklich abfiel. 
Ich habe deshalb zu diesen Versuchen den PreSsaft immer nur aus den 
unmittelbar vor der Probe entnommenen Lymphdriisen bereitet. Zu diesem 
Zwecke zerkleinerte ich die von einem verbluteten Hunde entnommenen 
Lymphdriisen 20 Minuten lang im Mérser und fiigte 10°% des Volumens 
physiologische Kochsalzlésung hinzu, schiittelte von Zeit zu Zeit und 
benutzte die Emulsion erst nach Verlauf von 30 Minuten zur Probe. 


Aktivierungsmethode: Auber der Anwendung nur frischen Materials 
ist auch die Art der Aktivierung von groBber Bedeutung. Zu 1 ccm Pankreas- 
saft fiigte ich je 1cem 1- bis 10%igen LymphdriisenpreSsaft, mazerierte, 
schiittelte leicht und lie} dann das Gemisch 2 Stunden lang im Wasserbad 
bei 37°C stehen, wobei ich von Zeit zu Zeit sanft schiittelte. Die Er- 
warmung ist dabei, wie gesagt, unbedingt nétig. 


Zur Kontrolle lie’ ich eine Mischung desselben Pankreassaftes einmal 
mit physiologischer Kochsalzlésung und das andere Mal mit destilliertem 
Wasser stehen. Temperatur und Behandlung waren dieselben wie bei dem 
Hauptversuch. 


Zur Untersuchung der Starkeverdauung nach der Wohlgemuthschen 
Methode gebrauchte ich zur Verdiinnung physiologische Kochsalzlésung, 
gab 2ccm 0,1 %ige Starkelésung in das Reagenzglas und lieB sie bei 37°C 
3 Stunden lang verdauen. 


1. Probe mit dem unverdiinnten Pankreassaft. In der Hauptprobe fiigte 
ich zu leem Pankreassaft l1ecm 1- bis 10%igen LymphdriisenpreBsaft 
hinzu. Zur Kontrolle gab ich dann zu 1 ccm Pankreassaft 1 ccm physiolo- 
gische Kochsalzlésung, auch zur Verdtinnung gebrauchte ich physiologische 
Kochsalzlésung. Zur weiteren Kontrolle behandelte ich dann denselben 
Pankreassaft in ganz derselben Weise mit destilliertem Wasser. Die 
Ergebnisse dieser drei Proben sind in der Tabelle XV zusammen- 
gestellt. 


Das Starkeabbauvermégen des 1°%igen LymphdriisenpreBsaftes 
betrug durchschnittlich 160 E. und die des 10 %,igen 192 E. 


Schon vor den Untersuchungen hatte ich méglichst auf eine Er 
héhung der Starkeverdauungskraft des Pankreassaftes Wert gelegt, 
da nach vielfachen Erfahrungen die Aktivierbarkeit des Pankreassaftes 
mit dessen Aktivitit steigt. Ebenso wie ich bei Untersuchung der 
EiweiSverdauungskraft des Pankreassaftes zu deren Erhéhung die 
Tiere mit Eiwei8 gefiittert hatte, so fiitterte ich sie nun ausgiebig mit 
Starke, d. h. mit Reis und Kartoffeln. Ich fand daher auch ein gréBeres 
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Abbauvermégen als bei friiheren Versuchen. Schon der mit destilliertem 
Wasser behandelte Pankreassaft zeigte eine Aktivitat von 131072 E. 


In der anderen Kontrollprobe, in der ich mit physiologischer 
Kochsalzlésung aktivierte, stieg die Abbaufihigkeit auf 4082543 E. 
In der Hauptprobe wurde aber die Aktivitaét des Pankreassaftes durch 
Hinzufiigen von 1 cem 1 igen LymphdriisenpreBsaftes durchschnittlich 
auf 618229641 E. und durch 1 ccm 10 °,igen PreBsaft durchschnittlich 
auf 914301578 E. gesteigert. Hs wurde also das Abbauvermégen des 
Pankreassaftes durch den LymphdriisenpreBsaft wm mehr als 910000000 EB. 
aktiviert. Ein wahrhajt erstaunliches Ergebnis! 


2. Probe mit dem 100mal verdiinnten Pankreassaft. Ich fiigte zu 
dem mit physiologischer Kochsalzlésung 100 mal verdiinnten Pankreas- 
saft 1- bis 10 °,igen LymphdriisenpreBsaft hinzu und maf den Stirke- 
abbau mittels der Wohlgemuthschen Methode. 


Bei der Kontrollprobe mit destilliertem Wasser betrug das Abbau- 
vermégen durchschnittlich 1536 E. und bei der mit physiologischer 
Kochsalzlésung 40960 E. In der Hauptprobe aber wurde durch Hinzu- 
fiigen von 1 %igem LymphdriisenpreBsaft die Aktivitat des Pankreas- 
saftes durchschnittlich auf 864537 E. und von 10 °,igem auf 6518734 E. 
gesteigert. Rechnet man dies auf den urspriinglichen Pankreassaft um, 
so ergibt sich eine Aktivitatssteigerung durch den LymphdriisenpreBsaft 
auf 86453700 E. bzw. 651873400 E. Mit den Ergebnissen der Kontroll- 
versuche verglichen, ergibt sich auch hier wieder eine ganz erstaunlich 
hohe Aktivierungskraft des LymphdriisenpreBsaftes (vgl. die 
Tabelle X VJ). 


Aus diesen Versuchen geht die gro$e Aktivierungswirkung des 
LymphdriisenpreBsaftes auf dase Starkeverdauung durch Pankreassaft 
klar hervor. Da8 diese durch physiologische Kochsalzlésung aktiviert 
wird, ist allgemein bekannt und hat sich ja auch aus meinen Versuchen 
ergeben, im Vergleich zu der ganz bedeutenden Aktivierung durch 
LymphdrisenpreBsaft ist die durch Kochsalz jedoch nur verhaltnis- 
maBig gering und kann daher die erstere sicherlich nicht in Frage stellen. 


Aus den obigen Versuchsergebnissen ergibt sich weiter eine merk- 
wirdige Tatsache. Die Aktivitét des urspriinglichen Pankreassaftes 
betragt namlich nach Zusatz von 1° ,igem LymphdriisenpreSsaft etwa 
610000000 E., wahrend die des hundertmal verdiinnten Pankreassaftes 
durch Hinzufiigen derselben Menge PreBsaft 860000000 E. betragt. Anderer- 
seits aber steigt die Aktivitatskraft des urspriinglichen Pankreassaftes durch 
Hinzufiigen von 10 °,igem LymphdriisenpreSsaft auf 910000000 E., wahrend 
die des hundertmal verdiinnten Pankreassaftes mit dem gleichen Zusatz 
nur etwa 650000000 E. betragt. Dieser Unterschied von etwa 200 Millionen E. 
ist, wie ich schon mehrfach erwihnt habe, auf die Existenz einer Optimal- 
dosis zuriickzufiihren. 
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Weitere Versuche mit Pufferlésung. 


Wir wissen heute allgemein, dab bei derartigen Untersuchungen die 
Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration von Bedeutung ist. Schon 
1913 berichtete Norris, dal’ Pankreas-, Speichel- und andere Amylasen, im 
Gegensatz zu anderen Fermenten, nicht nur durch die Wasserstoff-, 
sondern auch durch andere Ionen beeinfluBt werden. 


Wohlgemuth, Starkenstein, Bang u. a. fanden, daB die verschiedensten 
Salze verschiedenartige Schutzwirkungen auf die Amylasen ausiiben. Diese 
Theorie ist auch durch meine Untersuchungen bestatigt worden. 


1912 fand dann Ringer die Existenz eines pqg-Optimums. Michaelis 
und Pachstein fanden 1914, daB das Optimum der Wasserstoffionen- 
konzentration je nach der Zusammensetzung der vorhandenen Salze ver- 
schieden ist, und gaben folgende Werte an: 


Nitrat-Diastase ...... '. Du 6,9 
Chlorid- ,, o6 Ge eae oe 
Phosphat- ,, Pe, odd Ae coe PH 

Sulfat - Cue ols oe ae = er a oe 
Acetat - ou She PS at a ee. pu) 


So ist es auch bei den vorliegenden Versuchen von Bedeutung, daB 
einerseits die Aktivierung durch die Lymphocyten und andererseits die 
Amylase des Pankreassaftes gehérig zur Wirkung kommt. Aus diesem 
Grunde gebrauchte ich eine Pufferlésung, deren pg nach Inoue bei 6,4. 
also zwischen dem Optimum der Chlorid- und der Phosphatdiastase 


liegt. 
1. Versuche mit peptonhaltiger Pufferlésung. 


a) Versuche mit unverdiinntem Pankreassaft. Im Hauptversuch fiigte 
igh zu icem Pankreassaft 1cem von 10- bis 1°%,igem, mit Pufferlésung 
behandeltem Lymphdriisenprefisaft hinzu. Zur Kontrolle gab ich zu 
leem Pankreassaft leem Pufferlésung, daneben behandelte ich den 
Pankreassaft auch ohne Zusatz von Pufferlésung (vgl. die Tabelle XVII). 


Das Abbauvermégen der Lymphocyten selbst war, wie in den friiheren 
Versuchen mit physiologischer Kochsalzlésung, 128 FE. beim 1 °,igen 
LymphdriisenpreBsaft und 192 E. beim 10 %igen. 

In der Kontrolle hatte der mit destilliertem Wasser behandelte 
Pankreassaft eine Aktivitét von 123853 E. und der mit Pufferlésung 
behandelte eine solche von 4194304E. Die Wirkungssteigerung durch 
die Pufferlésung war also der durch physiologische Kochsalzlésung 
erreichten fast gleich. In der Hauptprobe zeigte sich nach Zusatz von 
leem 1%igem LymphdriisenpreSsaft durchschnittlich eine Erhéhung der 
Wirksamkeit des Pankreassaftes auf 536870912 E. und nach Zugabe 
von leem 10°%igem auf 905306368 E. 


Ich erhielt also auch hier bei Beriicksichtigung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration das gleiche Resultat wie bei der friiheren Probe. 
namlich eine Aktivierung der Pankreasamylase um mehr als 
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b) Versuche mit hundertmal verdiinntem Pankreassaft. Zu dem mit 
° 


Pufferlésung hundertmal verdiinnten Pankreassaft fiigte ich 1- bis 10 %igen 
LymphdrisenpreBsaft hinzu und untersuchte die Aktivitat. 

Der mit der Pufferlésung allein behandelte Pankreassaft hatte durch- 
schnittlich eine Wirksamkeit von 40353 E., der urspriingliche Pankreas- 
saft hatte also eine solche von 4035300 E. In der Hauptprobe stieg das 
Starkeabbauvermégen durch Zusatz von 1°%igem LymphdriisenpreBsaft 
durchschnittlich auf 8247348 E. und von 10° ,igem auf 6137250 E. Auf 
den urspriinglichen Pankreassaft umgerechnet bekommt man also die 
100fachen Werte (vgl. die Tabelle XVIII). 


Auch unter Beriicksichtigung des Salzgehaltes und der Wasserstoff- 
ionenkonzentration konnte ich eine Aktivierung der Amylase durch die 
Lymphocyten um mehr als 900 Millionen Einheiten nachweisen. Weiter 
ist bemerkenswert, daB auch in dem letztangefiihrten Versuch die 
Bedeutung der Mengenverhaltnisse klar hervortritt. 


Versuche mit hundertmal verdiinntem Pankreassaft nach einer 
anderen Messungsmethode. Um jeden Rechenfehler in der kompli- 
zierten Rechnung zu vermeiden und gleichzeitig zu priifen, wie 
Pankreassaft gleicher Aktivitaét auf eine groBe Menge konzentrierter 
Starkelésung wirkt, habe ich noch den nachstehenden Versuch aus- 
gefiihrt, um durch ihn meine bisher erhaltenen Ergebnisse weiter 
zu befestigen. 


Ich aktivierte den auf das 100fache verdiinnten Pankreassaft durch 
l- bis 10%igen LymphdriisenpreSsaft. Zur Messung der Wirksamkeit 
benutzte ich 5ccm 1%iger statt wie bisher 2ccm 1: 1000 verdiinnter 
Starkelésung. Nach dreistiindiger Versuchsdauer pritifte ich anstatt 
mit n/50 nunmehr mit n/10 Jodlésung die Endreaktion (vgl. ‘die 
Tabelle XIX). 

In der Kontrollprebe stieg das Abbauvermégen auf 2048 E., d.h. 
204800 E. beim urspriinglichen Pankreassaft. Dagegen wurde die Akti- 
vitét durch Zusatz von 1%igem Lymphdriisenprefisaft auf 32768 E. 
und von 10% igem auf 25076E. erhéht. Das bedeutet fiir den 
urspriinglichen Pankreassaft eine Wirkungssteigerung auf 3276800 E. 
bzw. 2507600 E. 

Auch bei diesem Versuch, bei dem ich groBe Mengen konzentrierter 
Starkelésung anwandte und die Endreaktion mit konzentrierter Jod- 
lésung ausfiihrte, konnte ich also eine bedeutende Aktivitatssteigerung 
feststellen. Dabei sind die Verschiedenheiten der Aktivierung sowohl 
absolut als verhaltnismaBig so deutlich, daB eine weitere Nachpriifung 
sich eriibrigt. 


Auffallend ist weiterhin auch bei diesem Versuch der Unterschied 
in der Aktivierung durch LymphdriisenpreBsaft verschiedener Kon- 
zentration, ein weiterer Beweis fiir die Existenz optimaler Mengen- 
verhaltnisse. 
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2. Versuche mit Pufferlésung ohne Pepton. 


Bei den bisherigen Versuchen habe ich sowohl mit physiologischer 
Kochsalzlésung als auch mit einer physiologische Kochsalzlésung ent- 
haltenden Pufferlésung als Lésungsmittel gearbeitet. Da sémtliche Versuche, 
bestatigt durch die Kontrollen, das Aktivierungsvermégen des Lymph- 
driisenpreBsaftes klar erwiesen haben, so waren weitere Versuche iiberfliissig. 
Nun 14Bt sich jedoch noch ein Einwand wegen des in der Pufferlésung 
enthaltenen Peptons erheben, denn dieses bewahrt das Ferment vor der 
Zerstérung. Ich habe deshalb noch einen weiteren Versuch ausgefiihrt, 
bei welchem ich das Pepton aus der Pufferlésung fortlie}. Bei der Ge- 
winnung des Pankreassaftes, des LymphdriisenpreBsaftes, bei der Akti- 
vierung und Messung wurde genau wie in allen vorhergehenden Versuchen 
verfahren. Uber die Ergebnisse vgl. die Tabelle XX. 

Danach ist also ein groBer Unterschied in der Wirkung der Puffer- 
lésung mit Pepton und ohne Pepton nicht festzustellen. Auch in dem 
Kontrollversuch ist die Abweichung nicht sehr groB. In der Kontrollprobe 
bei Anwendung von Pufferlésung allein betragt die Aktivitét 4194304 FE. 
Im Hauptversuch stieg sie nach Aktivierung durch 1 ccm 1 %igen Lymph- 
driisenpreBsaft auf 536870912 E. und durch lecem 10 %igen auf 905306368 E. 
Die Ergebnisse des Haupt- und Kontrollversuchs sind fast dieselben wie in 
den friiheren Untersuchungen. 


Es ergibt sich daraus, daB die Gegenwart des Peptons auf die 
Fahigkeit des LymphdriisenpreBsaftes, die Amylase des Pankreassaftes 
zu aktivieren, keinerlei Einflu8 ausiibt, daB also EiweiBkérper bei der 
Aktivierung keine wesentliche Rolle spielen. 


Zusammenfassende Betrachtungen tiber die Versuche zur 
Aktivierung der Pankreasamylase. 


Aus meinen Untersuchungen erhellt, daB der LymphdriisenpreBsaft 
die Amylase des Pankreassaftes in iiberraschendem Mae, ja mehr noch 
als die EHiweiB verdauenden Fermente des letzteren zu aktivieren vermag. 
Der mit physiologischer Kochsalzlésung behandelte LymphdriisenpreBsaft 
erhéht die Wirksamkeit des Pankreassaftes gegeniiber Starke von 4082543 E. 
auf 914301578 E., der mit Pufferlisung behandelte von 4194304 E. 
auf 905308366 E. 


Es ist mir also gelungen festzustellen, dap die Lymphocyten nicht nur 
den HiweiB-, sondern auch den Stirkeabbau durch Pankreassaft sehr 
stark zu aktivieren vermégen. 


e) Die Wirkung der Lymphocyten auf die Fettverdauung des Pankreassaftes. 


Die Beziehungen der Lymphocyten zum Fett sind bis zum heutigen 
Tage noch nicht véllig klargestellt. Bergel und Wassermann (1909) haben 
behauptet, da8 die Lymphocyten Lipase enthielten und Fett und Lipoide 
in spezifischer Weise verdauten. Stheemann (1910) und Réssler berichteten. 
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da die Retikuloendothelien der Mesenteriallymphdriisen an der Fett- 
verdauung beteiligt sind. Bergels Theorie aber wurde von Aschoff, Kami- 
tani u.a. als zu einseitig abgelehnt. 


a) Die Wirkung der Lymphocyten auf den Pankreassafi allein. 
Nach der Volhard-Stadeschen Methode gemessen, hatte der Pankreas- 
saft selbst nur eine Fettverdauungskraft von 47,2 °,. Nach Hinzufiigen 
von 5ccm 10% igem LymphdriisenpreBsaft stieg das Abbauvermégen 
auf 80,5 °,. Dabei war die Spaltung durch den zur Kontrolle benutzten 
gleichen LymphdriisenpreBsaft unmeBbar klein. Man muB also schlieBen, 
daB auch die Fettverdauung des Pankreassaftes durch Lymphocyten 
stark aktiviert wird (vgl. Tabelle XIV). 


b) Die Wirkung der Lymphocyten auf den Pankreassaft unter Zu- 
satz von Galle. Wie ich schon friiher! mitgeteilt habe, aktiviert die 
Galle auch die Fettspaltung durch Pankreassaft. Es ergab sich 
nun die Frage, ob hier auch, wie bei der EiweiBverdauung, durch Zu- 
sammenwirken von Lymphocyten und Galle eine betrachtliche Erhéhung 
der Aktivitét des Pankreassaftes erreicht wird. Zur Lésung dieser 
Frage gebrauchte ich denselben Pankreassaft und LymphdriisenpreB- 
saft wie im vorigen Versuch, und zwar in denselben Mengenverhilt- 
nissen, und fiigte 0,2 ccm frische Galle hinzu. Darauf stieg die Fett- 
verdauungskraft des Pankreassaftes auf 96,3°,. Wie die Tabelle XIV 
zeigt, wird im Verhaltnis zur Kontrollprobe das Spaltungsvermégen 
durch die Aktivierung immer gréfer. 

Auch dieses Resultat habe ich im April 1923 in der Japanischen Chirur- 
gischen Gesellschaft bekanntgegeben. Im August 1923 berichtete dann 
Ohyama iiber ein fast gleiches Ergebnis. Ich bin gegenwartig noch mit 
mehreren Untersuchungen iiber dieses Problem beschaftigt, doch ist nach 
meinen und Ohyamas Untersuchungen schon jetzt nicht mehr daran zu 


zweifeln, das der LymphdriisenpreBsaft das Fettverdauungsvermégen 
des Pankreassaftes bedeutend zu steigern vermag. : 


Nach allem besteht kein Zweifel mehr dariiber, daB der Lymphdriisen- 
prepsaft, d.h. die Lymphocyten, nicht nur die EiweiB- und Stdrke-, sondern 
auch die Fettspaltung durch Pankreassaft bedeutend zu aktivieren ver- 
mogen, und dap den Lymphocyten im Darmkanal eine wesentliche Rolle 
bei der Verdauung zufallt. 


Es bleibt mir hier nur noch tibrig, insbesondere zur Erleichterung 
etwaiger Nachpriifungen meiner Untersuchung, auf zwei wichtige 
Punkte, namlich auf die Aktivierungsmethode und die Optimaldosis 
naher einzugehen. 


2 In den Mitt. d. Med. Fak. d. Kaiser]. Kyushu-Universitaét 7, 1923, 
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Die Aktivierungsmethode. 


Wie ich bereits wiederholt erwahnt habe, ist fiir die Durchfiihrung 
dieser Untersuchungen wichtiger fast noch als die Frische des Materials 
die Aktivierungsmethode. Es ist daher auch nicht weiter verwunderlich, 
daB diese Frage vielfach umstritten worden ist. 


Uber die Aktivierung an sich berichtete Heidenheim schon 1875. Uber 
die Aktivierung durch die Enterokinase wurde 1899 von Schepowalnikow 
und 1902 von Hamburger und Hekma berichtet. Delezenne wollte die 
Aktivierung von dem Komplement aus erkléren, wurde jedoch von Camus, 
Gley, Bayliss, Starling u. a. widerlegt. Seither haben iiber diesen Gegen- 
stand Untersuchungen angestellt: Weiland, Bainbridge, Mellanby (1912), 
Babkin, Sawitz, Wernon (1914), Bergmann, Polya (1913) u. a. 


Die Mitwirkung der Galle bei der Aktivierung der Verdauungskratt 
des Pankreassaftes fiir Eiwei8 wurde schon 1895 von Rachford, South- 
gate u. a. erkannt, doch wurden ihre Ergebnisse 1898 von Chittenden, Albro 
u. a. beanstandet. Im demselben Jahre stellte Bruno fest, da’ die Galle 
zwar die EiweiBverdauung durch Pankreassaft aktiviere, da sie diese 
Aktivierungskraft aber durch einmaliges Kochen verliere. 1900 berichtete 
dann wieder Rachford iiber seine Studien tiber die Wirkung der Gallenséure 
und des Alkalis auf die Eiwei8verdauung des Pankreassaftes und befestigte 
seine Theorie von 1895. Seine Untersuchungen wurden dann von Ussow, 
Furth, Schiitz u. a. nachgepriift und bestaétigt. Spater wurden dann auch 
ahnliche Untersuchungen von Martin, Williams, Wohlgemuth, Hess, 
Eppinger u. a. durchgefiihrt und von Ople, Guleke, Flexner, Knappe u. a. 
bestatigt. Es sind so eine Reihe verschiedener Theorien entstanden, so dais 
1913 Glaessner klagte, daB man zwar iiber die Aktivierung des Pankreas- 
saftes eine ganze Reihe verschiedener Theorien besitze, da®B aber keine 
unter ihnen zufriedenstellend sei. Seither sind wieder einige Arbeiten 
erschienen, die uns aber immer noch nicht zum Ziele bringen konnten. 
SchlieBlich ist auch in einzelnen Arbeiten iiber die doppelte und dreifache 
Aktivierung des Abbauvermégens berichtet worden. 


Beim Durcharbeiten der Literatur kam mir schon der Gedanke, dai 
die Verschiedenheit der Resultate vielmehr durch die Aktivierungs- als 
durch die Meimethode verursacht sein kénnte. ; 


Als ich dann, schon 1923, nach sorgfaltiger Gewinnung des Pankreas- 
saftes, der Enterokinase und der Galle die Aktivierung vornahm und mit 
der Fuld Grossschen Methode ma&, zeigte es sich, daB die Aktivitét des 
Pankreassaftes durch Aktivierung mit Enterokinase um das 450fache 
und mit Galle um das 150fache erhéht worden war. Als ich dann weiter 
mit der vorher noch nicht versuchten Doppelaktivierung durch Galle und 
Enterokinase Versuche anstellte, zeigte es sich, da nunmehr die Ver- 
dauungskraft des Pankreassaftes um das 1350fache erhéht wurde, d.h. die 
Aktivierung betrug das Vierfache der Summe der einzelnen Aktivierungen 
und der Unterschied in der Aktivierungskraft 244000 E. 


Die Erfahrung hat mich nun gelehrt, da®B bei ein und demselben 
Aktivierungsmaterial die Temperatur, die Dosis und das Alter des Materials 
von bedeutendem Einflu8 auf das Resultat sind. Mit Enterokinase z. B. 
wurde die Aktivitét des Pankreassaftes, je nachdem bei Kérper- oder bei 
Zimmertemperatur aktiviert wurde, auf 128000 oder 50000E. er- 
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héht, bei der Galle betrugen diese Werte unter denselben Verhaltnissen 
14000 gegen 20000 E. Weiter nimmt die Aktivierungskraft der Galle 
wie der Enterokinase proportional mit der zwischen Entnahme und 
Versuch verstrichenen Zeit ab, naimlich die der Enterokinase innerhalb 
24 Stunden auf 4/;9) und die der Galle auf ?/,;. Das gilt nicht nur fiir den 
EiweiBabbau, sondern auch fiir den der Starke und der Fette. 


Aus meinen Versuchen ergibt sich mit Sicherheit, daB zur Akti- 
vierung das bloBe Hinzufiigen von Galle und Enterokinase nicht geniigt ; 
sie geben auch ohne weiteres eine Erklarung fiir die so geringen und 
unsicheren Werte, die man bisher bei Anwendung von Trockenprapa- 
raten erhalten hat. Das Aktivierungsverfahren ist es, von dem die 
Resultate abhangen, und nicht die MeBmethode, auf die man bisher 
so groBen Wert gelegt hat. 


Die optimalen Mengenbeziehungen. 


Bei der Aktivierung jedes Ferments gibt es zwischen dem Ferment 
und z. B. der Enterokinase zweifellos ein bestimmtes optimales Mengen- 
verhaltnis, und dieses wird nicht nur durch die angewandte Menge der 
beiden bestimmt, sondern durch das Produkt der Aktivitaét und der 
angewandten Menge beider. Diese Tatsache habe ich bei der Aktivierung 
des Pankreassaftes oft erfahren. Bei meinen Versuchen zur Aktivierung 
durch Lymphocyten stieB ich wieder auf diese Erscheinung. 


Ich komme nun hier noch einmal auf die zu Anfang dieser Unter- 
suchungen bei Priifung des Abbauvermégens des Pankreassaftes aus- 
gefiihrten Versuche, némlich: 


1. Zu 1 cem Pankreassaft, dessen Wirksamkeit mit der F'uld-Grossschen 
Methode gemessen 152 E. betrug, fiigte ich aus demselben Grunde wie bei 
dem Versuch mit Enterokinase 1eem 10%igen Lymphdriisenprefsaft 
hinzu und konnte keine Spur einer Aktivierung feststellen. 


2. leem Pankreassaft, dessen Eiweifiverdauungskraft 625-E. betrug, 
hatte nach Zugabe von 1ccm 10%igem Lymphdriisenprebsaft 470 E. 
und nach Zusatz von lecm 10%igem DarmfollikelpreBsaft 510 E. 


Dieses Ergebnis war wohl darauf zuriickzufiihren, daB die Menge des 
hinzugefiigten EiweiBes zu groB war, auBerdem war aber auch zweifellos 
zu wenig Riicksicht auf die Optimaldosis gnommen worden. Ich suchte 
deshalb zunachst nach der Optimaldosis und steigerte andererseits die 
Aktivitaét des Pankreassaftes selbst, da ich fiirchtete, daB sie bei dem 
Versuch zu gering gewesen war. Ich fiitterte dazu einen Hund mit 
Pankreasfistel 1 bis 2 Wochen lang mit Rindfleisch und Kuhmilch und 
wiederholte den Versuch, nachdem die EiweiSverdauungskraft des 
Pankreassaftes auf 3800 E. gestiegen war. Dabei konnte ich nun sofort 
eine bedeutende Aktivierung und dazu auch die Existenz einer Optimal- 
dosis erkennen. Diese Optimaldosis stieg und fiel mit der Aktivitat des 
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Pankreassaftes selbst. Bei dem Pankreassaft mit einer Aktivitat von 
3800 E. fand ich 0,5 cem 1 °,igen LymphdriisenpreBsaftes als Optimal- 
dosis; es zeigte sich naimlich, daB die Aktivitaét von 3853 E. durch 
Zusatz von leem 1°,igem LymphdriisenpreBsaft auf 12633 E. und 
von 0,5cem 1°, igem auf 41853 E., dagegen bei Zugabe von 0,1 ccm 
1 °%4igem LymphdriisenpreBsaft auf nur 18564 E. stieg. 


Bei der Messung der EiweiBverdauung mittels der Sérensenschen 
Methode lieB sich die Aktivitaét des Pankreassaftes von 1,064 mg N 
durch 10°,igen LymphdriisenpreBsaft um 1,316 mg N, durch 5 °,igen 
um 2,212 mg N steigern und fiel durch Zusatz von 1 °%,igem Lymph- 
driisenpreBsaft um 0,588 mg N ab. Bei Pankreassaft mit dem Abbau- 
vermégen von 4,872 mg N lieB sich dieses durch 10°, igen PreBsaft 
um 3,808 mg N, durch 5 %,igen um 5,852 mg N und durch 1 °,igen um 
1,652 mg N erhéhen. Ganz allgemein ist in den beiden Proben die Akti- 
vierung durch 1 cem 5 %,igen LymphdriisenpreBsaft am gréBten, durch 
lcem 10°%,igen nimmt sie eher ab und mit 1 ccm 1 °,igem ist sie am 
geringsten. Daraus ergibt sich klar die Optimaldosis. 


Nun war die Optimaldosis bei der Messung nach der Fuld-Grossschen 
, Methode 0,5 ccm eines 1 %igen LymphdriisenpreSsaftes und bei Versuchen 
mit der Sérensenschen Methode 1 cem eines 5%igen Saftes. Dieser Unter- 
schied um das Zehnfache ist jedoch sicher auf den Unterschied in der 
Aktivitaét des Pankreassaftes selbst zuriickzufiihren. Zur Klaérung dieser 
interessanten Verhialtnisse machte ich einen weiteren Versuch mit demselben 
Pankreassaft und demselben LymphdriisenpreSsaft, wobei ich die Messung 
einmal nach Fuld-Gross und das andere Mal nach der Sérensenschen Methode 
durchfihrte. 


Bei diesen Versuchen fand ich dann leem 5%igen Lymphdriisen- 
preBsaft als Optimaldosis, denn: 


Bei je drei Proben nach Sérensen wurde der Pankreassaft mit einer 
Aktivitét von 4,816 mg N durch Zusatz von 5%igem Lymphdriisen- 
preBsaft auf 10,556mg N, also um 5,740 mg N aktiviert; dagegen stieg 
die Wirksamkeit desselben Pankreassaftes durch Zugabe von 1 ccm 
10%igem LymphdriisenpreBsaft nur auf 8,624 mg N, also um 3,808 mg N, 
und mit leem 1%igem PreBsaft nur auf 6,440mg N, also nur um 
1,624 mg N. 


Bei je drei Versuchen nach Fuld-Gross lie sich die Aktivitat des Pan- 
kreassaftes von 32000 E. durch leem 5%igen Lymphdriisenprefsaft 
auf 256000 E., durch Ilcem 10%igen Saft nur auf 128000 FE. und 
durch leem 1%igen Saft nur auf 64000 E. steigern. 


Diese Ergebnisse zeigen deutlich, daB sich bei beiden Methoden 
eine Optimaldosis nachweisen l48t, daB diese Optimaldosis mit 
der Verdauungskraft des Pankreassaftes selbst steigt und fallt. 
und ferner, daB die Aktivierungskraft einer bestimmten Menge 
LymphdriisenpreBsaft von der Verdauungskraft des Pankreassaftes 
selbst abhangig ist. 
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Diese Resultate erhielt ich nicht nur bei der Aktivierung des 
EiweiB-, sondern auch des Starkeabbaues durch Pankreassaft. Es 
stieg namlich die Aktivitat des Pankreassaftes gegentiber Starke durch 
Zugabe von 1%,igem LymphdriisenpreBsaft auf 618220000 E., bei 
100facher Verdiinnung des Pankreassaftes aber auf 864530000 E. 
und durch Zusatz von 10°,igem LymphdriisenpreBsaft sogar auf 
914300000 E., bei 100facher Verdiinnung des Pankreassaftes dagegen 
nur auf 651180000 E., so daB die Aktivierung bei Zugabe der 10fachen 
Menge LymphdriisenpreBsaft um etwa 200000000 E. abnahm. Daraus 
ergibt sich auch hier das Vorhandensein einer Optimaldosis, und zwar 
besteht diese in 10 °,igem LymphdriisenpreBsaft fiir den unverdiinnten 
und in 1°%,igem fiir den 100fach verdiinnten Pankreassaft (vgl. die 
Tabellen XXII und XXIIJ). 


Besteht also eine bestimmte Optimaldosis bei der Aktivierung der 
EiwetB- und Stirkeverdauung des Pankreassaftes durch die Lympho- 
cyten, so kann man wohl auch ohne weiteres eine solche fiir die Akti- 
vierung der Fettverdauung annehmen. Die Beachtung dieser Tatsache 
diirfte fiir weitere Forschungen auj diesem Gebiet von , Bedeutung sein. 


Ill. SchluSbetrachtung. 


Aus meinen obigen Untersuchungen ergibt sich kurz gefaBt das 
Folgende : 


Beit Menschen und Tieren wandert taiglich eine wngeheure Anzahl 
von Leucocyten, hauptstichlich Lymphocyten, durch die Darmkanalwand, 
besonders den Darmfollikel, automatisch in den Darmkanal. Diese geraten 
im Darme fast alle sofort in Degeneration. Es ist daher zu vermuten, 
dap diese Auswanderung nicht zwecklos ist, sondern irgendeine wichtige 
Aufgabe hat. . 


Durch vielfache Untersuchungen habe ich feststellen kénnen, 
daB diese Lymphocyten die EiweiB-, Starke- und Fettspaltung durch 
Pankreassaft bedeutend zu aktivieren vermégen. Diese Aktivierung 
gegeniiber EiweiS ist unter Mitwirkung der Galle und Enterokinase 
besonders groB, d.h. die Lymphocyten kénnen einen Pankreassaft 
von 32000 E. (Fuld-Gross) auf 256000 E. und bei Zugabe von Galle 
und Enterokinase von 1200 E. auf 2548000 E. aktivieren. Ich habe 
auch mit der Sérensenschen Methode die groBe Aktivierungskraft der 
Lymphocyten feststellen kénnen. Sie steigerten fiir sich allein die 
Aktivitaét des Pankreassaftes um 273,3°%, und es ist anzunehmen, 
daB auch mit dieser Methode bei einem Zusammenwirken mit Galle 
und Enterokinase sich eine weitere bedeutende Steigerung der Akti- 
vierung wird nachweisen lassen. Auch beim Stirkeabbau konnte 
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ich mit Hilfe der Wohlgemuthschen Methode nachweisen, daB der mit 
physiologischer Kochsalzlésung behandelte LymphdriisenpreBsaft die 
Aktivitaét des Pankreassaftes von 4082543 E. auf 914301578 E. zu 
steigern vermochte, wahrend der mit Pufferlésung behandelte sie 
von 4194304 E. auf 905306368 E. erhéhte. Weiter zeigte es sich, 
daB der LymphdrisenpreBsaft allein, nach der Volhard-Stadeschen 
Methode gemessen, die Fettspaltung des Pankreassaftes von 47,2 
auf 80,5°, und bei Zusatz von Galle auf 96,3°%, zu heben ver- 
mochte. 


Man hat friiher die Darmfollikeln als eine Art Schutzapparat an- 
gesehen, durch den die Lymphocyten in das Blut abgegeben wiirden. Aus 
meinen Versuchen aber ergibt sich, dap ihnen eine wichtige Rolle bet der 
Verdauung zufdllt, indem sie nédmlich bestindig, insbesondere aber 
wihrend der Mahizeiten, eine groBe Menge Lymphocyten in den Darm- 
kanal befordern, die zur Aktivierung der HiweiB-, Stirke- und Fett- 
verdauung des Pankreassaftes beitragen. 


Aus diesem Grunde besitzen also wahrscheinlich die Sdugetiere ebenso 
wie die Vogel, Reptilien, Amphibien wnd selbst die Fische, von welchen 
manche gar keiner Schutzeinrichtung gegen Bakterien bediirfen, diese 
lymphatische Einrichtung an der Darmkanalwand. Selbst bei Tieren, 
die keinen Pankreas besitzen, besorgt der Darmsaft die Darmverdauung, 
so daB also auch dieser Einwand wegfdllt. Es ist sogar anzwnehmen, 
dap um der Erfiillung dieser wichtigen Aujgabe willen die Darmfollikeln 
selbst auf die Gefahr hin, sich dem Eindringen der Bakterien auszusetzen, 
nur hinter den Epithelzellen stehen. 


Was nun bewirkt im Grunde die groBe Aktivierung des Pankreassaftes 
durch LymphdriisenpreBsaft? Ist diese Aktivierung nur den Lympho- 
cyten eigen? Das ist ein ebenso interessantes wie schwieriges Problem. 
Nach meinen Untersuchungen scheinen EiweiSkérper daran beteiligt 
zu sein; deren Aktivierungsvermégen ist aber zu gering, als da 
wir uns nur mit dieser Erklarung zufrieden geben kénnten. Bei- 
spielsweise : 

1. In dem beschriebenen Versuch enthielt die Pufferlésung, deren 
Menge (5ccm) gegeniiber dem angewandten LymphdriisenpreBsaft gro8 
war, Pepton im Verhiltnis von 0,2%. Tatsachlich aber war die Aktivierung 
nur schwach. 


2. Wiirde der EiweiSkérper allein das Wesen der Aktivierung erklaren, 
so wiirde das Alter des LymphdriisenpreBsaftes dafiir von geringer Be- 
deutung sein. So betrug z. B. die Aktivierung durch frischen Lymphdriisen- 
preBsaft 104% und die durch alten nur 4,7 %. 

3. Die doppelte und dreifache Aktivierung des Pankreassaftes gegen- 
iiber Eiwei8 durch Galle, Enterokinase und LymphdriisenpreBsaft wiirde 
sich so nicht erklaren lassen. 
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4. Weiter sprechen dagegen die Versuche iiber den Stérkeabbau mit 
physiologischer Kochsalzlésung, iiber den EinfluB der Wasserstoffionen- 
konzentration und anderes. 

Aus den von mir erhaltenen Versuchsresultaten bei der Aktivierung 
der Eiweif-, Stirke- und Fettspaltung durch Pankreassaft méchte ich 
statt auf verschiedenartige Mechanismen auf ein gleichartig wirkendes 
Ferment in den Lymphocyten als den eigentlichen Aktivator schliefen. 
Dessen Wirkung wird durch die HiweiBkérper der Lymphocyten noch 
verstarkt werden kénnen. Ich beschaftige mich gegenwartig mit eingehen- 
den Untersuchungen iiber diese Frage und hoffe in kurzem iiber die 
Ergebnisse berichten zu kénnen. 


IV. Zusammenfassung. 


1. Bei Menschen und Tieren wandert eine ungeheure Anzahl 
von Leucocyten, hauptsaichlich Lymphocyten, durch die Darmkanal- 
wand, besonders den Darmfollikel, automatisch, physiologisch, all- 
taglich, besonders nach dem Essen, in den Darmkanal. Diese geraten 
im Darme fast alle sofort in Degeneration. 


2. Lymphocyten in Lymphdriisen und Darmfollikeln kénnen die 
EiweiB-, Starke- und Fettverdauung des Pankreassaftes, in besonders 
hohem Ma8e bei Mitwirkung von Galle und Enterokinase, kraftig 
aktivieren, was fiir die Darmverdauung von groBer Bedeutung ist. 


Am SchluB dieser Arbeit ist es mir eine angenehme Pflicht, meinen 
hochverehrten Lehrern, Herrn Prof. H. Miyake, Prof. M. Takayama und 
Prof. A. Tawarw, fiir die Anregung und giitige Leitung bei meiner Arbeit 
meinen allerherzlichsten Dank auszusprechen. 


Tabeile I. 


Die Zahl der mononuclearen Leucocyten bzw. Lymphocyten im Darmsaft. 











Priifungszeit 
sie ices Nach dem Essen 
Essen 5 Min. | 10 Min. |30 Min.) 1 Std. | 2 Sta. 
e Anzahl der 
Patient mit aus- | Proben 3 3 3 3 3 3 
geschalteter 
Danndarmifistel Durch- = : on ° 
schnittszahl 345 560 | 1508 | 3050 2650 1200 
oer? ‘ Anzahl der 
Patientin mit | Proben 5 5 5 5 5 5 
nichtinfizierter - 
Dinndarmfistel Durch- 


echnittezsh! 458 640 | 1952 2840 1538 1034 











bo 
Co 
wo 
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Tabelle II. 


Morphologie der Leucocyten (besonders der Lymphocyten) im Darmsaft. 





Priifungszeit nach dem Essen 





10 Min. } 30 Min. 
Aufgequollene degenerierte Leucocyten. . . . . . || 63,9) o- 30,4). 
Vehuuiie bildende ” a a ee (67,4) 4,7 (35,1) 
TER Mi get Fe a as ee 31,9 58,7 
Polynucl. neut. Leucocyten ........... 0,4 6,0 
Gro8e mononucl. ‘ - eae ae 5 a Perea Bee 0,1 0,3 
Polynuel. eosin. m hte PE ane chee Nicht sicher nach- 
pesepmie Geusceyien .6 «6 6c ew eH weisbar 


Tabelle IIl. 


Die Aktivierungswirkung der Lymphocyten in den Lymphdriisen auf die 
Eiweibverdauung des Pankreassaftes. 








Pankreassaft 1,0 — 1,0 -- 1,0 — 1,0 — 1,9 
ee _ 1,0 1,0 — — _ - - 
pap sega I? op Ms ri es 1.0 1.0 05 0.5 
emulsion | 0,1 °% eon Pa ae a swt sy oe 1.0 1.0 
Dauer und Temperatur 1 Std. 1 Std. 1 Std. 1 Ste 
der Aktivierung 37°C 37°C 37°C 37° ( 
Dauer und Temperatur 1 Std.) 1 Std. | 1Std.; 1Std. | 1Std.| 1Std. | 1Std.) 1Std. | 1S 
der Verdauung 87°C | 37°C | 87°C | 37°C | 879°C | 37°C | 87°C | 37°C | 37% 
2 { Anzahl d. Proben 5 6 6 7 9 7 9 7 4 
2) Durchschnitts- | 3,853 un- | 6,750) un- (12,633 un- 41,853 un- | 18,564 
So | wert Kinh. wirksam| Kinh. wirksam| Kinh. wirksam inh, wirksam’ [inh 
Tabelle IV. 
Die Aktivierungswirkung der Lymphocyten der Darmfollikeln auf die 
EiweiBverdauung durch Pankreassaft. 
Pankreassaft 1,0 — 1,0 — 1,0 — | 1,0 — 1,0 
. a % _ 1,0 1,0 — _ — — — 
Perna (= | | io | i) om | ae | = 
lot “~ |} — — — — — - 1,0 1,0 
Dauer und Temperatur || 1 Std. 1 Std. 1 Std. 1 Std 
der Aktivierung } 37°C 37°C 37° C 37° 
Dauer und Temperatur || 1 Std.| 1Std. | 1Std. 1Std. 1Std.| 1 Std. | 1Std.) 1Std. 1 Std 
der Verdauung | 87°C | 37°C | 37°C | 37°C | 387°C | 87°C | 87°C | 87°C = 37%" 
2 (Anzahld.Proben | 3 8 3 3 4 3 4 3 4 
& 4 Durchscbnitts- | 3,782 un- 7,053 un- (12,850) un- (41,797) un- | 18,125 
wert | Kinh, wirksam| Kinh. | wirksam| Kinh. | Wirksam! Kinh, wirksam [inh 











é 
# 


COM ren 





1.0 
Std 
37° ( 
Std 
7 
y 
8.564 
inh 


Std 
7° ( 
Std 
79 


inh 
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Tabelle V. 


Die Aktivierungswirkung der Lymphocyten unter Mitwirkung der Galle 
auf die Eiwei8verdauung durch Pankreassaft. 





Kontrolle Hauptprobe 
Pankreassaft 1,0 _ - 1,0 1,0 1,0 
10% ige Lymphdriisen- 
emulsion —_ 05 — 0.5 
10°%ige Darmfollikel- 
emulsion — 0,5 — — 0,5 
Galle in ccm ~ — 05 05 0.5 05 
Dauer und Temperatur 2Std. | 2Std. | 2 Std. 
der Aktivierung 87°C 87°C | 87°C 


Dauer und Temperatur) 1 Std. 1Std. 1Std. Std. Std. Std. 1 Std. 


der Verdauung 37°C | 37°C | 87°C | 37°C 37°C 37°C | 37°C 
s 
2 faonte d.Proben, 5 3 3 3 5 5 5 
Zé. =] 
= 2 | Durchschnitts- 1,290 un- un- un- 64,300 256,090 258,000 
wert Einh. Wirksam wirksam wirksam fF jnh. Kinh. KEinh. 


Tabelle V1. 


Die Aktivierungswirkung der Lymphocyten auf die Eiweiliverdauung durch 
mit Enterokinase aktiviertem Pankreassaft. 





Kontrolle Hauptprobe 
Pankreassaft 1,0 _ -— 1,0 1,0 1,0 
10°, ige Lymphdriisen- 
emulsion — 05 0.5 
10% ige Lymphfollikel- 
emulsion - — 05 — 0,5 
Enterokinase - _ 0.1 0,1 0,1 0,1 
Dauer und Temperatur 1Std. 1Std. 1 Std. 
der Aktivierung 37°C || 87°C | 37°C 
Dauer und Temperatur 1Std. 1Std. 1Std. 1Std. | 1Std.  1Std. 1 Std. 
der Verdauung 87°C | 87°C | 37°C | 87°C | 37°C || 87°C | 87°C 
2 | Anzahl d. Proben 5 3 3 3 5 5 5 
£8 
as l Dumheahnitte- 1,200} un- un- un- 26,090 | 586,000/588,000 
” Einh, | wirksam  wirksam wirksam) Kinh. | Kinh. Einh. 
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Tabelle VII. 


Die Aktivierungswirkung der Lymphocyten auf die Eiweifiverdauung durch 
Pankreassaft. (Bei der Einwirkung gleichwertiger Mengen Lymphdriisen- 4 


emulsion auf Pankreassaft.) 

















Verbraucht ccm n/10 NaOH 





Ansatz nach Ab- nach Ab- nach Ab- 
1 zug der 2 zug der 3 zug der 
Korr. Lil Korr. Ll Korr. Ill 
1 ccm Pankreassaft, 
a 5%ige Lym phdriisen- 450 3.70 430 3849 450 3.69 
emulsion, 
5% ige Caseinlésung 
I. leem Pankreassaft, 
s| 1 , phys. NaCl-Loés., || 2,43 1,63 2,22 1,39 2,45 1,60 
2 5%ige Caseinlésung 
5) IL. teem 5%ige Lymph- 
=< | driisenemulsion 0,03 0,03 0,03 
Ill. 5%ig. Caseinlisg. allein | 0,80 0.81 0,81 
« ( Aktivier. in com n/10 NaOH | 2,04 2,07 2,06 
2 Aktivierung in mg N. 5,712 5,796 5,768 
@| Aktivierung, Durchschnitts- 
os wert in % 229.4 





Tabelle VIII. 


Die Aktivierungswirkung der Lymphocyten auf die Eiweiliverdauung des 


Pankreassaftes. 


(Bei der Wirkung der gleichen Lymphdriisenemulsion auf 


Pankreassaft verschiedener Aktivitét.) 





Kontrolle 


Resultat 


Verbraucht cem n/10 Natronlauge 








Ansatz nach Ab- nach Ab- | nach Ab- nach Ab- 
1 zug von 2 zug von (1) | zug von (2) zug vor 
Korr. II Korr. Hl | Korr. II Korr. I] 
5%ige Caseinlésung, 
Locm 5%ige Lymphdréiven- 155) 1,03 | 1,53, 1,02 | 3,85| 338 | 389| 3,37 
emulsion, 
1 ., Pankreassaft | 
I. 5%ige Caseinlisung, \ 
1 cem physiol. NaCl-Lés., 0,99 0,38 | 0,88 0,387 | 2,05 1,53 210) 1,58 
1, Pankreassaft | 
II. 5% ige Lymphdriisen- | 
emulsion . . . - | 0,08 | 0,03 | | 0,03 0,03 
III. 5°%,ige Caseinlisg. allein | 0,52 | | 0.51 | 0,52 0,52 
Aktivierung incem n/10 NaOH 0,62 0,62 | 1,77 1,76 
Aktivierung in mg N . 1,736 | 1,736 | 916 4,928 
Aktivierung in % . 273,3 216,1 








DS 
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Tabelle IX. 


Die Aktivierungswirkung der Lymphocyten auf die EiweiBverdauung durch 
Pankreassaft. (Bei der Einwirkung verschiedener Mengen gleicher Lymph- 
driisenemulsion auf den gleichen Pankreassaft.) 





Lymphdriisenemulsion : 10 °/,ig 5 /oig 1 %/ ig 





verbraucht cem n/10 Natronlauge 


Ansatz nach Ab- nach Ab- _ ] nach Ab- 
zug der zug der zug der 
Korr. I Korr. Il Korr. Il 


5 %ig. Caseinlosung, 


leem Lymphdrisenemulsion, 1,43) 0,91 1,72 1,20 | 1,12; 0,60 
1 , Pankreassaft 
I. 5% ig. Caseinlisung, 0.38 
" 1cem physiol. NaCl-Lésung, 0,90 (1,064) 0,90 0,38 0,90 0,38 
= 1 , Pankreassaft mg N 
Es Il. 5%ig. Lymphdriisenemul- 
bd sion fir sich .... . | 0,06 0,03 0.01 
Il. 5 %ig. Caseinlésung allein 0,52 0,52 0,52 
3 , Aktivierung in cem n/10 NaOH 0,47 0,79 0,21 
F | Aktivierong ae 1,316 2,212 0,588 
= \Aktivierung in% ..... | 123,7 207,9 55,2 
Tabelle X. 


Die Aktivierungswirkung der Lymphocyten auf die EiweiSverdauung durch 
Pankreassaft. (Bei der Einwirkung verschiedener Mengen der gleichen 
Lymphdriisenemulsion auf den gleichen Pankreassaft.) 





Lymphdriisenemulsion : 10 °/oig 5 pig 1% pig 








Ansatz verbraucht cem n/10 Natronlauge 


5 %ig. Caseinlésung, 
1 com Lymphdrisenemulsion, | 3,73 3,16 443 3,86 | 2,91 | 2,34 
1 , Pankreassaft 


I.5 %ig. Caseinlésung, 
Yig. Caseinlésung 74 


3 leem physiol. NaCl-Lés., | 2,31 (ir 2,31 1,74 | 2,31 1,74 
gy 1lcem Pankreassaft 
& | IL. 5 %ig. Lymphdrisenemul- 
= sion allen... . . . 0,06 0,08 0,01 
III. 5 %ig. Caseinlésung allein 0,57 0,57 0,57 
~ , Aktivierung in cem 1/10 
= Sa 1,36 2,09 0,59 
2 | Aktivierung in mg NN... 3,808 5,852 1,652 
= ‘ Aktivierung in%..... 78,1 120,1 34,5 
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Tabelle XI. 


Die Aktivierungswirkung der Lymphocyten auf die Eiweiverdauung durch 


Pankreassaft. (Bei der Einwirkung von gealterter Lymphdriisenemulsion 


auf frischen Pankreassaft.) 





Verbraucht ecm n/10 Natronlauge 








Kontrolle bei 


nach nach Gar Wika 
Ansatz Abzug Abzug pic ana 
S 9 rischer Lymph- 
al) der ” der driisenemulsion 
Korr. Corr. oe 
Korr auf gleichen 


Ul | nt Pankreassaft 
5 %ig. Caseinlésung, 


aa - O/ ; ; - * 

1 com 9D %ig. Lymphdrisen 2 52 1.81 2.53 1,82 4.21 3.50 
emulsion, 

lccm Pankreassaft 


1.5 %ig. Caseinlisung, 





= lcem physiol. NaCl-Lés., 2,41 1,70 | 2,42 | 1,71 | 241 | 1,70 
£ 1 , Pankreassaft 
= ) U.5%ig. Lymphdriisenemul- 
>) sion allen... ... | 0,03 0,03 0,03 
TIL. 5 %tig. Caseinlisung allein 0,71 0,71 0,71 
2 Aktivierung in cem n/10 
= | SR oe Saree eee 0,08 0,08 1,77 
r | Aktivierung in mg N 0,224 (),224 4,956 
= Aktivierung in%..... 4,7 104,1 
Tabelle XII. 
Bei Anwendung von Pufferlésung. 
Verbraucht cem n/10 Natronlauge 
ce ¢ eee! 
Ansatz Abzug Abzug Abzug 
1 der 2 | de 3 der 
Korr. Korr. Korr. 
Ul Il I 
5 %ig. Caseinlosung, 
1 com O7oig. Lymphdrisen- 461 4,04 463 4,05 | 2.04 1,47 
emulsion, 
leem Pankreassaft 
I. 5 %ig. Caseinlésung, 
2 1 cem physiol. NaCl-Lisung, 3,44 2,87 3,42 | 2,84 | 1,21 0,63 
z 1 , Pankreassaft 
3 ) I. 5 %ig. Lymphdrisenemul- 
Zz sion allen... .. . || 0,10 | 0,10 0,10 
Ill. 5 %ig. Caseinlésung allein 0,57 0,58 0,58 
3 Aktivierung in cem n/10 
3 NaOH. LESTE 1,17 1,11 0,74 
2 ) Aktivierung inmg NN... 3,276 3,108 2,072 
m ‘ Aktivierung in%..... 38,7 38,7 117,4 





Kontrolle 


Resnuitat 











i 
; 
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Tabelle XIII. 


Bei Anwendung von Pufferlésung. 





Verbraucht cem n/10 Natronlauge 


Ansatz nach Abzug 


nach Abzug 
(1) der (2) der 
Korr. Ll | Korr. Il 


5 %ige Caseinlésung, 
teem 5 %ige Lympbdriisenemulsion, 5,31 4,38 5,32 4,38 
1 , Pankreassaft 





3 I. 5%ige Caseinloésung, 
| lcem physiologische NaCl-Lésung, 3,78 2,85 3,81 2,87 
= 1 , Pankreassaft 
S| IL 5%ige Lymphdrisenemuls. allein 0,10 0,10 
Ill. 5%ige Caseinlosung allein . . . 0,93 0,99 
= | Aktivierung in ccm n/10 NaOH ... 1,43 1,41 
¢ , Aktivierung inmgN ....... 4,004 3,948 
= Aktivierung in % . 50,1 49,1 


Tabelle XIV. 


Die Aktivierungswirkung der Lymphocyten.auf die Fettverdauung durch 
Pankreassaft. 





Kontrollprobe Hauptprobe 


Pankreassaft . .. . er _ 2.0 2,0 - 2.0 2.0 
10 %ige Ramigbdislonie inliies ‘ 5,0 5,0 —- - 5,0 
Galle in cem. . . ; - 0.2 0,2 0,2 
j Anzahl in bites ‘ 2 5 5 2 5 5 
Ergebnis BA “ . w¢ 
| Durchschnittswert . unwirksam 47,2 80.5 2.0 60.2 96.3 


Tabelle XV. 


Die Aktivierungswirkung der Lymphocyten auf die Starkeverdauung durch 





Pankreassaft. 
Kontrolle Hauptversuch 
Pankreassaft. ... . —j|- 1,0 10 | 1,0 1,0 
10 "deb Lereshdvievecmelsion — 1,0 o- -- - 1,0 
1%ige " 10 —- — — 1,0 
Physiologische NaCl . . . . | 1,0 1,0 — 1,0 — 
Destilliertes Wasser . : —- — 1,0 - _ - 
Zahl der Ponsiche 13 is 3 3 3 3 


Ergebnis 


} 


Durchschnittseinh. | 160 192 131072 4082543 618 229641 914301578 
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Tabelle XVI. 





Die Aktivierungswirkung der Lymphocyten auf die Starkeverdauung durch 








Pankreassaft. 
Kontrolle Hauptversuch 

100fach verd. Pankreassaft . . . | 1,0 1,0 1,0 1,0 
10 %ige Lymphdrisenemulsion . _ == — ,0 

1 %ige _ _ 1,0 
Physiologische NaC 1- -Lésung ; 1,0 
Destilliertes Wasser ...... 1,0 a> -- — 
tats | Zahl der Versuche. . 4 4 4 4 
*eee™S | Durchschnittswert, E. | 1536 40960 | 864537 | 6518 734 
Umgerechnet auf den urspriing- 

lichen Pankreassaft, Kinh. . . 153600 4096000 | 86453700 651873400 

Tabelle XVII. 
Bei Anwendung von peptonhaltiger swmnerthetne- 
Kontrolle Hauptversuch 

Pankreassaft —_- — 1,0 1,0 1,0 1,0 
10%ige Lymphdrisenemulsion - — — _ — 1,0 
1%ige ” posts beg. i oe = 1,0 nant 
|. Sra ees 10 10; — _ - 
Destilliertes Wasser . : —-\i-— 1,0 —_ — —_ 
Ereebnis | Zahl der Versuche | 2 | 2 ae 3 3 3 
Tee | Durchschnittsw., KE. | 128 | 192) 123 855 4194304 536870912 905306 368 


Tabelle XVIII. 
Bei Anwendung von peptonhaltiger Pufferlésung. 





Kontrolle Hauptversuch 
100fach verd. Pankreassaft . — - 1,0 1,0 1,0 
10% ige Lymphdriisenemulsion = — 1,0 - — 1,0 
1%ige a 1,0 “ pu 1,0 a 
Pufferlisung. . ... . — — 1,0 — _ 
—e or Zahl der Versuche 38 3 4 4 
‘rgeon's | Durchschnittsw.,E. | 192 | 260 40353 8247348 | 6 137250 
Umgerechnet a. unverdiinnten 
Pankreassaft, Kinh.. . 192 260 4035300 824734800 613725000 


Tabelle XIX. 


Bei Anwendung von peptonhaltiger Pufferlésung. 





Hauptversuch 











| Kontrolle 

100fach verdiinnter Pankreassaft 1,0 1,0 ,0 
10%ige Lymphdriisenemulsion ~ _ 1,0 
1%ige ” - 1,0 
Pufferlésung. ..... 1,0 + — 
ore Zahl der Versuche . 3 3 3 
salt Durchsehnittsw., E. . . 2048 32 768 25 076 
Umgerechnet auf unverdiinnten Pan- 

kreneeaft, Mink. . . 2.62 i 204 800 3 276 800 2 507 600 


Ps 


E 


ZN 


Kontrolie 


Reanltat 
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Tabelle XX. 


Bei Anwendung von nicht peptonhaltiger Pufferlésung. 





Kontrolle Hauptversuch 
Pankreassaft. ... . a 1,0 1,0 1,0 
10 %ige Lymphdrisenemulsion na — — 1,0 
1%ige . iy — 1,0 
Pufferlésung . . ak 1,0 — _— 
Ergebnis Zahl der Versuche . . 2 2 2 
r Durchschnittswert, Einh. 4194 304 || 5386870912 905306 368 


Tabelle XXJI. 


Die Aktivierungskraft der Lymphocyten auf die Staérkeverdauung durch 





Pankreassaft. 
Kontrollprobe Hauptprobe 
Pankreassaft. .... . bth _ 1,0 1,0 1,0 
10 %ige Lymphdrisenemulsion | git 1,0 — 0,5 ,0 
ee {| Anzahl der Proben .. 5 5 5 5 
re | Durchnittswert, Einh. 28 320 750 1550 


Tabelle XXII. 


Untersuchungen tiber die fiir die Aktivierung optimalen Mengenverhiltnisse 
zwischen Pankreassaft und Lymphdriisenemulsion (Durchschnittswerte aus 
je drei Versuchen). 





Konzentration der L: ymphértcene mulsion 


Ansatz 10 /oig 5°/oig 1 °/oig 








verbraucht cem n/10 NaOH 


%ige Caseinlésung, 
leem Lymphdrisenemulsion, 3,72 3,14 | 4,38 380 289 2,31 
1 , Pankreassaft 





I. 5% ige Caseinlésung, 

2 1cem physiol. NaCl-Lisung, 2,30 1,72 | 2,30 | 1,72 | 2,30 1,72 

£ 1 , Pankreassaft 

B) IL 5%ige spamioommel 

S allen... 006| — | 008| — | om) — 
Ill. 5%ige Caseinlésung ‘allein. = 0,58 — 0,58 | — 0,58 | — 
Aktivierung in ccm n|10 NaOH 1,36 2,05 0,58 

+ | Aktivitat des unaktivierten Pan- 

2 kreassaftes in mg N . 4,816 4,816 4,816 

@) Aktivirat des aktivierten ‘Pan- 

==} kreassaftes in mg N .... 8,624 10,556 6,440 
Aktivierung inmg N..... 3,808 5,740 1,624 
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Tabelle XXIII. 


Untersuchungen tiber die optimalen Mengenverhaltnisse (nach der Fuld- 
Grossschen Methode.) 





Menge d. Pankreas- 


eee 1,0 1,0 — 1,0 == 1,0 
10% ige } Lymph- - 1.0 1,0 — _ 
5% ige , driisen- = _— — 1,0 1,0 - 
1% ige emulsion — - - — — 1,0 1,0 
Temperatur und 38°C 38°C s 38°C 
Dauerd.Aktivierung vi 2 Std. 2 Std. 2 Std. 


Temperatur und 88°C | 38°C 38°C 38°C 38°C 88°C | 88°C 
Dauer des Versuchs 2Std.. 2Std. | 2Std.) 2Std. 2Std.' 2 Std. 2 Std. 
Ergebnis: 
Zahl der Versuche 3 3 3 3 3 3 3 
Gefund. Einheiten 82000 = un- 128 000 un- 256000 un- 64 000 
wirksam wirksam wirksam 
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Nachtrag und Berichtigung zu der Mitteilung von A. Lipschiitz. 
Diese Zeitschr. 215, 222, 1929. 


Das Manuskript war bereits abgeschickt, als ich die Arbeit von 
G. F. Marrian und A. 8. Parkes ,,The Assay of Ocstrin*, Journ. of 
Physiol. 67, 389, 25. Juli 1929, erhielt. Da die Korrektur von der 
Redaktion dieser Zeitschrift besorgt war, kann ich nur in diesem Nach- 
trag auf die fiir die Frage der Eichung grundlegende Arbeit der englischen 
Autoren hinweisen, die zum Teil die gleichen Fragen behandelt wie 
die unsrige. 


Auf §S. 230 und 234 sind. die Abb. 1 und 2 vertauscht worden. 
Auf S. 230 muB stehen: 
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Abb. 1. 
Abhingigkeit der Dauer des Ostrus von der zugefiihrten Hormonmenge, je nach Reinheit des 
Priparats. Abszisse: Hormonmenge in Einheiten. Ordinaten: Anzahl der (-Punkte. Nach 
Tabelle Il und Ill. — Die Kurve der Mazimalwerte von F. 18 liegt tiefer als die Kurve der 
Minimalwerte von F.6. (Die beiden Punkte fiir 10 Einheiten von F. 6 liegen in Wahrheit hiher 
vgl. die Anmerkung zu Tabelle II.) 
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Auf S. 234 mu stehen: 
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Abb. 2. 
Haufigkeit der positiven Fille von F.6 und F. 18, verglichen mit der Kurve von Coward und 
Burn ( Ratten; @§ Miause). © F.6 nach I, IV und V der Tabelle VIII. Nur € als positiv 
gerechnet. Die ©-Punkte fallen mit der Kurve zusammen oder weichen nur wenig von dieser 


ab. — (2) F. 18, Versuch vom 12. Juni in Tabelle IV. Nur € als positiv gerechnet. Die Kurve 
von (©) verliuft steiler. Das tritt noch auffilliger in Erscheinung, wenn man mit Coward und 
Burn die Summe der CL- und C-Fille als positiv rechnet: x F.18. — Fiir jeden Punkt von 


F.6 und F. 18 wurden nach der Vorschrift yon Coward und Burn 20 oder mehr Tiere benutzt. 
Auf 8. 250 muB es in den Formeln heifBen: 
q--t; ... (initialer Schwellenreiz). 
Ferner auf derselben Seite: 


Schwankungen in den Grenzen zwischen ¢; und t,. 





